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RESUMO

A consequéncia da aplicacdo do O3 medicinal é a formacdo de segundos mensageiros que
provocam estresse oxidativo controlado, atuando sistemicamente na melhora da resposta
antioxidante, imune e circulatéria. Algumas das principais vias de administragdo da oxigénio-
ozonioterapia sdo a auto-hemoterapia e a insuflacdo retal. Um total de 21 cdes higidos foi
dividido em trés grupos: auto-hemoterapia menor/AHmM (n=5), auto-hemoterapia menor
ozonizada/AHmMO3 (n=10) e insuflacdo retal/IR (n=6) - para cada grupo, foram mensurados e
comparados os padrdes hematol6gicos (eritro e leucograma), bioquimicos (albumina, proteinas
totais, colesterol, triglicerideos, glicose, trasaminases (AST e ALT), fosfatase alcalina, lactato
desidrogenase, uréia, creatinina, bilirrubina total, acido Urico, calcio e magnésio) e enzimas
antioxidantes (SOD e GSH-Px). Nos gruposAHmMO3 e IR ocorreram alteracdo dos pardmetros
eritrocitarios e reducdo das concentracdes séricas de albumina, proteinas totais e triglicerideos.
No grupo AHmMO3 ocorreu, também reducdo da concentragdo de mondécitos. O 0zonio intra-retal
altera mais parametros bioquimicos que a administracdo de sangue autélogo ozonizado.
Aplicacdes de ozdnio retal ou intramuscular - associado ou ndo a sangue autélogo - causam
aumento da GSH-Px em cdes higidos. A administracdo de sangue autélogo via intramuscular,
bem como sangue ozonizado ndo causam efeitos colaterais adversos em cées.

Palavras- chave: antioxidantes, auto-hemoterapia, hematologia, Os.
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ABSTRACT

The expected effect of medical O3 is the formation of second messengers that trigger a
controlled oxidative stress, acting systemically to improve the antioxidant, immune, and
circulatory responses. Some of the main administration routes of oxygen-ozone therapy are
autohemotherapy and rectal insufflation. One sample from 21 healthy dogs was divided into
three groups: minor autohemotherapy/AHm (n=5), minor ozonated autohemotherapy/AHmMO3
(n=10) and rectal ozone insufflation/Rl (n=6). For each group, hematological, clinical
biochemistry (albumin, total proteins, cholesterol, triglycerides, glucose, transaminases (AST
and ALT), alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase, urea nitrogen, creatinine, total bilirubin,
uric acid, calcium and magnesium) and antioxidant enzymes (GSH-Px and SOD) assays were
performed and the results were compared. AHMO3 and RI groups presented changes in
hematological parameters and reduction in serum albumin, total proteins and tryglicerides. The
AHmMO3 group also showed lower concentration of monocytes. The rectal administration of
ozone changes more biochemical parameters than ozone-enriched autologous blood application.
Autohemotherapy - with or without ozone - and rectal ozone insufflation increase the GSH-Px
level. Administration of autologous blood with or without ozone by intramuscular route causes
no adverse side effects in healthy dogs.

Key words: antioxidants, autohemotherapy, hematology, Os.
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1. Introdugéo

Os primeiros relatos da oxigénio-ozonioterapia datam do inicio do século passado, quando esse
gas foi usado de forma empirica no tratamento de feridas gangrenadas de soldados durante a
Primeira Guerra Mundial (Bocci, 1996a; Bocci, 2006). No Brasil, a técnica vem sendo utilizada
e difundida desde meados da década de 70, principalmente em alteraces circulatérias de
humanos. Na Medicina Veterinaria seu uso é mais recente, mas é uma técnica que vem
ganhando novos adeptos e gerado novas pesquisas (ABOZ, 2013).

Dentre situacGes em que o ozdnio (O3) é indicado terapeuticamente encontram-se: doencas
isquémicas avangadas, osteoartrose, osteomielite, abscessos com fistula, feridas infectadas,
Ulceras de decubito, Ulceras cronicas, queimaduras, fibromialgia, infecgdes cronicas da cavidade
oral, doencas infecciosas agudas e cronicas, hérnia de disco intervertebral, doengas neuro-
degenerativas, tumores, giardiase e alergias (ISCO3, 2010; Bocci et al., 2011).

Duas das principais vias de administragdo da oxigénio-ozonioterapia sdo a auto-hemoterapia
maior e menor ozonizadas, que consiste na ozonizacdo extra corporea do sangue e posterior
aplicacdo pelas vias intramuscular ou endovenosa (Hensler et al., 2009; Viebahn-Hansler et al.,
2012). Outra via bastante utilizada, por ser de facil manejo, de baixo custo e gerar bons
resultados, é a insuflacdo retal (IR). Segundo Rodekohr e Kiibler (2009), a aplicagdo de Oz por
via retal pode ter os mesmos efeitos que aplicagdes sistémicas.

A acdo esperada do Os; medicinal, quando administrado por essas vias, é a formacdo de
segundos mensageiros que provocam estresse oxidativo controlado, atuando sistemicamente na
melhora da resposta antioxidante, imune e circulatéria (Viebahn-Hansler et al., 2012).

Elucidar as formas de como a oxigénio-ozonioterapia funciona e como atua in vivo justifica a
realizacdo do presente trabalho, no qual foi comparado o efeito da auto-hemoterapia (AHmM) e
de duas técnicas de aplicacdo do Os; medicinal, em cées sadios: auto-hemoterapia menor
ozonizada (AHMO3) e IR, utilizando como varidveis o perfil hematoldgico, bioquimico e as
enzimas antioxidantes superdéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-PXx).

2. Revisdo de literatura
2.1 Estresse oxidativo

Apesar da necessidade de oxigénio (O2) para sobreviver, os tecidos bioldgicos de organismos
aerdbicos, se expostos a altas doses desse gas, sofrem danos. A causa é atribuida as espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) que inativam enzimas antioxidantes
diretamente ou as exaurem e levam a lesdes celulares. Segundo Gutteridge e Halliwell (1996) as
principais espécies reativas sdo o anion superoxido (‘O%), o peréxido de hidrogénio (H20-), o
radical hidroxila (OH") e o éxido nitrico (NO).

As EROs podem ser de origem enddgena ou exdgena. As principais fontes endégenas provém
de doencas em geral, da acdo de enzimas como a cicloxigenase e lipoxigenase e de células como
fagdcitos e outros leucdcitos, todos gerados no processo inflamatério como resposta
inespecifica e extremamente comum a diversas enfermidades. As fontes exdgenas séo
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principalmente produtos quimicos como praguicidas, poluentes e &cidos graxos poli-insaturados
(Monteiro, 2006).

As reacles promovidas pelos radicais livres com biomoléculas podem causar danos, muitas
vezes irreversiveis, sendo que o mais grave € o que ocorre no material genético. Ap6s a quebra
do DNA pode haver rearranjo das bases e consequente mutacdo, o que podera desencadear um
processo oncogénico (Halliwell e Aruoma, 1991; Barreiros e David, 2006). Podem ocorrer,
também, alteracbes nas atividades enzimaticas e no transporte através de membrana,
provocando morte celular. No sangue, a oxidacdo de lipidios desencadeia processo inflamatorio
nas paredes de vasos (artérias e veias), induzindo o acumulo desses lipidios e formacdo de
placas ateroscleréticas (Barreiros e David, 2006).

O 'O é formado in vivo por diferentes vias. A principal delas é a cadeia transportadora de
elétrons nas mitocondrias e quanto maior a concentracdo de O, maior sera a producdo desse
anion. Outra via ocorre em alguns leucécitos ativados (mondcitos/macréfagos, neutréfilos,
eosinofilos) e € um importante mecanismo de inativacdo de microrganismos. O H,0- é formado
pela reacdo catalisada pela SOD, atravessa rapidamente a membrana celular e atua como agente
oxidante (Gutteridge e Halliwell, 1996). Apesar do potencial lesivo, ao reagir com metais e
produzir OH’, essa molécula € inativada por catalases e peroxidases como a GSH-Px (Barreiros
e David, 2006). Os OH" reagem, mesmo em pequenas concentracbes, com todas as moléculas
encontradas in vivo. S8o formados no organismo a partir da reacdo de H.O, com metais de
transicdo (principalmente Cu** e Fe®") e homdlise de dgua por exposicio a radiacdo ionizante.
Os OH" sdo os principais responsaveis por quebrar DNA, RNA, proteinas, lipidios e membranas
celulares do nucleo e mitocondrias (Gutteridge e Halliwell, 1996). Além disso, ao reagirem com
aminoacidos de enzimas, podem levar a perda de atividade enzimatica, prejudicar o transporte
ativo através de membranas, e levar a morte celular (Barreiros e David, 2006). O NO"é liberado
principalmente pelas células do endotélio vascular e por fagécitos. E uma importante molécula
efetora contra microrganismos em macréfagos e apresenta funcdo citotdxica em células
tumorais (Jorens et al., 1995). Tem potente efeito vasodilatador e, em conjunto com 0 ‘O, é
responsavel pelo controle do ténus de vasos que possuem camada muscular. Apesar de efeitos
fisiol6gicos importantes, se produzido em excesso, leva a dano e morte celulares (Gutteridge e
Halliwell, 1996).

2.2 Peroxidagdo lipidica

O 'O, é um metabdlito com importantes papéis na sinalizacdo de processos de diviséo celular,
guando produzido em quantidades corretas. Entretanto, ao ser produzido em grandes
quantidades, pode iniciar a peroxidacdo lipidica, oxidagdo protéica e causar danos ao DNA, o
que leva a disfuncéo celular, morte por apoptose ou necrose (McCord e Edeas, 2005).

A peroxidacdo lipidica é definida como a deterioracdo de lipideos que contém duas ou mais
ligacBes duplas de carbono. O principal alvo das EROs na peroxidagdo sdo os acidos graxos
poli-insaturados das membranas lipidicas e os principais produtos da peroxidacdo (POLS) séo o
malondialdeido e os hidroperdxidos. Os niveis desses produtos sdo utilizados como marcadores
de danos celulares causados por radicais livres (Beevi et al., 2004; Hummel et al., 2006; Walter
et al., 2006).
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2.3 O gés 0zbnio

A molécula de O; é composta por trés atomos de oxigénio em uma estrutura ciclica e é
encontrada na forma de géas. A formacdo de Oz medicinal ocorre a partir da passagem de O
puro por um gerador. Esse O, recebe uma descarga de alta voltagem de acordo com a reacao: 3
02+ 68,400 cal — 2 O3

O O3 é 10 vezes mais soltvel em &gua que o O, € o terceiro oxidante mais potente depois do
flior e do persulfato. E uma molécula muito instavel, com meia-vida de 40 minutos & 20°C
(Bocci, 2004a) e um gas controverso, pois, a0 mesmo tempo em que esta presente na
estratosfera, bloqueando as radiagcdes ultravioletas e protegendo os organismos vivos dessas
radiagdes, é toxico se inalado cronicamente e/ou em altas concentragdes (Bocci et al., 2011).

2.4 Vias de administracédo do 0z6nio medicinal

As vias para 0 uso do Os; medicinal sdo variadas. Aplicacbes locais sdo utilizadas na
odontologia, em caries e infeccGes da raiz dentaria (Almaz e Sonmez, 2013; Halbauer et al.,
2013, Shilpa Reddy et al., 2013) e em feridas infeccionadas (Shah et al., 2011). Um método de
0zonizagado extracorpdrea € a auto-hemoterapia maior € menor, na qual o sangue é misturado ao
O e novamente injetado no paciente (Hensler et al., 2009; Foglieni et al., 2011; Borrelli et al.,
2012; Viebahn-Hansler et al., 2012). Outras vias utilizadas em humanos séo, retal (Leon et al.,
1998; Barber et al., 1999; Al-Dalai et al., 2001; Leon Fernandez et al., 2008; Fernandez Iglesias
et al., 2011), intraperitoneal (Schulz et al., 2003; Zamora et al., 2005; Madej et al., 2007; Guven
et al., 2008; Guven et al., 2009; Aslan et al., 2012; Gul et al., 2012; Uysal et al., 2012; Bakkal et
al., 2013), intrarticular (Vaillant et al., 2013) e intramuscular (Lin et al., 2011).

A IR de O3 foi descrita pela primeira vez por Aubourg (1940) (citado por Bocci et al., 2012)
para tratamento de colite cronica e fistulas. A partir de entdo, essa técnica comecou a ser
amplamente utilizada por ser de facil aplicacdo e baixo custo.

Calunga e colaboradores (2009) demonstraram que a aplicacdo de Os por via retal em ratos
preveniu danos causados por isquemia renal e melhorou a resposta antioxidante desses animais.
Outro trabalho com animais aos quais foi administrado propanolol, demonstrou aumento de
oxigenacgao do sangue na veia porta e melhor resposta hepatica apos administracdo de O3 por
essa via (Zaky et al., 2011). Martinez-Sanchez et al. (2005) demonstraram que, em humanos
com diabetes tipo Il, o Oz intra-retal melhorou o indice glicémico, diminuiu a resisténcia
periférica a insulina e preveniu o estresse oxidativo associado a doenca. Na pratica clinica, Metz
(2010) relatou melhora no caso de um cdo Basset de onze anos acometido por uma hérnia de
disco e, ap6s tratamentos com as terapias convencionais, que ndo surtiram o efeito desejado,
passou por aplicacdo retal de Os, demonstrando o efeito anti-inflamatorio sistémico do Os por
via retal.

Por outro lado, Bocci e colaboradores (2012) questionaram a eficacia e seguranca da IR de Os.
Segundo esses autores, a IR é muito utilizada pois apresenta baixo custo, mas a padronizagao da
técnica é dificil de ser determinada. Alguns fatores como quantidade de material fecal no reto e
a ocorréncia de flatuléncia durante a aplicacéo invalida a técnica pois ndo € possivel garantir
que a dose aplicada seja realmente absorvida. Argumentam, ainda, que mesmo com empecilhos,
caso ocorra algum residuo de Os, esse serd neutralizado pelo glicocélix e mucoproteinas da
membrana das células da mucosa. Assim, apenas pequena gquantidade de segundos mensageiros
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do O3 como POLs sera absorvida e todo o H2O: sera reduzido, o que ndo promove a agao
esperada da oxigénio-ozonioterapia.

Na Medicina, relatos sobre a aplicacdo da auto-hemoterapia em casos de pneumonia,
furunculose, bronquite, eczemas e urticarias sdo descritos desde o final do século XIX
(Mettenleiter, 1936). Alguns estudos em humanos demonstraram resultados positivos do
tratamento com sangue autélogo em doengas como herpes-zéster (Olwin et al., 1997) e refluxo
vesico-ureteral em criancas (Paradysz et al., 1998). Por outro lado, Schirmer e colaboradores
(2000) ndo encontraram diferengas significativas em resultados de pacientes com espondilite
anquilosante, enquanto Hensler e colaboradores (2009), ndo observaram resultados positivos da
auto-hemoterapia em pacientes com gripe. A auto-hemoterapia maior ozonizada, foi descrita
pela primeira vez em 1974 por Wollf e consiste na retirada de sangue periférico em recipiente
com anticoagulante, sua ozonizagdo e reinfusdo endovenosa (Bocci, 2006). Ja a auto-
hemoterapia menor ozonizada é o procedimento no qual € retirada pequena quantidade de
sangue que é misturada ao Os e reinfundida por via intramuscular (Viebahn-Hansler et al.,
2012). Em animais de laboratério, Foglieni et al. (2011) demonstraram resposta positiva ap6s
isquemia renal. Na Medicina Veterinaria, foi demonstrada a eficacia da auto-hemoterapia em
pontos de acupuntura como agente analgésico e anti-inflamatério no p6s operatorio de castracdo
de cavalos (Escodro et al., 2012), em bovinos com papilomatose (Da Silva et al., 1998) e em
cées com tumor venéreo transmissivel (Drumond et al., 2013).

2.5 Resposta antioxidante e agado sistémica do 0z6nio

Para se proteger das EROs e ERNSs, o organismo produz enzimas e possui micromoléculas
enddgenas e exdgenas que tém efeito antioxidante. Os trés sistemas enzimaticos antioxidantes
conhecidos sdo: enzimas SOD, que catalisam a destruicdo do "O7, convertendo-o em O e
H.0O2; sistema formado pela catalase (CAT), que atua na dismutacdo do H,O,em O; e agua, e
pela glutationa (GSH) em conjunto com duas enzimas, GSH-Px e glutationa redutase GSH-Rd.
Esse conjunto também catalisa a dismutacdo do H.O, em O e agua e sdo a primeira linha de
defesa celular contra a acdo toxica de radicais livres (Barreiros e David, 2006; Gizzi et al.,
2011). Dentre as micromoléculas com efeito antioxidante estdo os carotendides, bilirrubina,
ubiquinona, albumina, acido Urico e compostos lipofilicos. Outras mais importantes sdo 0s
tocoferdis (vitamina E) e o &cido ascorbico ou vitamina C (Barreiros e David, 2006).

No sangue, os eritrécitos possuem reservas de GSH, tioredoxina, CAT, GSH-Px, GSH-Rd e
SOD. Todo esse sistema antioxidante age em conjunto para acelerar a reducdo de oxidantes
nocivos (Bocci et al., 2011).

Apbs cinco minutos, em uma mistura de sangue com O3 e Oy, 0s valores da pressdo de oxigénio
(pO2) sobem de 40mmHg até 500mmHg e permanecem estaveis. Devido a suas caracteristicas
fisico-quimicas, assim que entra em contato com fluidos corporais, 0 Oz reage com &cidos
graxos poli-insaturados e substancias antioxidantes. Dependendo da dose, carboidratos,
enzimas, DNA e RNA também podem ser afetados. Ao reagir com esses compostos, EROs e 0s
POLs sdo formados. Ambos agem como mensageiros do Os e sdo 0s responsaveis pelos efeitos
terapéuticos e biologicos. As EROs agem imediatamente ap6s sua formacdo e os POLs sdo
distribuidos via circulagdo sanguinea, agindo como mensageiros de longa duracdo (Bocci,
2004b; Bocci et al., 2011). Podem provocar danos ao organismo, mas agem como reguladores e
representam um importante mediador da resposta imune e antioxidante do paciente. Por isso, 0
objetivo da oxigénio-ozonioterapia € provocar estresse oxidativo transitério e controlado para
que a producdo dos mensageiros do O3 causem, apenas beneficios (Herndndez, 2007).

As EROs sdo o anion ‘O, peroxido de hidrogénio H.O, o OH’, o oxigénio singleto
(*02)(Bocci, 1996a). O H,0, é uma das EROs mais importantes. Ele se difunde do plasma para
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diferentes células onde participa de vias bioguimicas, o que resultara em efeitos biolégicos
tardios como, por exemplo, o estimulo da producdo de SOD, GSH-Px, GSH-Rd e CAT (Lebn et
al.,1998; Bocci, 2004a; Bocci et al., 2011).

O Os; aumenta a taxa de glicélise do eritrdcito e abaixa o pH sanguineo. 1sso estimula o aumento
da concentracdo do 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) que é responsavel pelo enfraquecimento da
ligacdo entre o O, e a hemoglobina (Hb), permitindo que o O, seja liberado sob menor pressao.
Assim, ocorre melhor oxigenagdo em tecidos isquémicos (Bateman et al., 2003; Bocci et al.,
2011).

A acdo do O3 esta associada a elevagdo da protecdo antioxidante em doengas que levam a esse
desequilibrio como septicemia (Schulz et al., 2003; Madej et al., 2007), cistite (Tasdemir et al.,
2013), artrite reumatoide (Vaillant et al., 2013), diabetes (Al-Dalain et al., 2001), enterocolite
necrosante (Guven et al., 2009), alteracBes renais (Barber et al., 1999), hepaticas (Leon
Fernandez et al., 2008; Gul et al., 2012), pulmonares (Leon et al., 1998; Bakkal et al., 2013) e
queimaduras esofagicas (Guven et al., 2008). Além de lesBes de reperfusdo nos rins (Fernandez
Iglesias et al., 2011), ovarios (Uysal et al., 2012) e figado (Aslan et al., 2012). Sua atividade é
demonstrada nos 6rgdos alvo através da elevacdo da SOD (Leon et al., 1998; Barber et al.,
1999; Guven et al., 2008; Gul et al., 2012; Uysal et al., 2012; Bakkal et al., 2013; Tasdemir et
al., 2013), CAT (Zamora et al., 2005) e GSH-Px (Guven et al., 2008; Gul et al., 2012; Uysal et
al., 2012; Tasdemir et al., 2013).

Apos algumas aplicagbes de Oz pode ocorrer tolerancia ao Os. Doses sub-micromolares de
POLs presentes no sangue ozonizado atingem a medula dssea e podem estimular a producgéo de
enzimas antioxidantes no local e até mesmo melhorar o sistema antioxidante de eritrécitos que
serdo formados (Leon et al.,1998; Bocci, 2004b; Bocci et al., 2011).

2.6 O 0zdnio como imunomodulador

Apesar dos efeitos bactericida, fungicida e viricida, o Os e seus mensageiros, ndo sao capazes de
atingir microrganismos in vivo, pois, a dose indicada para uso sistémico ndo é suficiente para
atingi-los sem causar dano tecidual e estresse oxidativo exacerbado (Bocci, 2004b). Entretanto,
além do estimulo antioxidante, 0 O; também estimula a resposta imune (Sagai e Bocci, 2011).
Por esse motivo, estudos foram realizados para avaliar as aplica¢Ges sistémicas de Os e suas
implicacBes na resposta imune de humanos e animais. Foi demonstrado que a exposi¢do ao Os
pode, tanto suprimir quanto estimular a resposta imune (Jakab et al., 1995; Bocci, 1996b; van
Hoof et al.,, 1997; Bocci et al.,, 1998; Valacchi e Bocci, 2000; Zamora et al., 2005, Bocci,
2004a; Bocci et al. 2005). Essas diferencas entre resultados ocorrem por diferentes motivos que
vao desde as espécies animais usadas nos experimentos, doses, vias de administracdo e até os
desenhos experimentais usados (Jakab et al., 1995; Bocci, 2004a). As dosagens sao as variaveis
com maior importancia para essas diferencas e foi demonstrado que baixas doses de Oz sdo
capazes de induzir a resposta imune engquanto altas doses a inibem (Bocci, 1996b).

Fujimaki et al., (1984) constataram gue 0 Os, quando inalado, diminui a expressao de anticorpos
e as funcdes de linfocitos T no baco e timo de camundongos BALB/c, gerando um efeito
imunossupressor. Esses resultados ajudaram a comprovar que o Os € toxico para o epitélio
respiratorio e que esse gas ndo deve ser administrado pela via inalatéria. Hoje, de acordo com
as recomendacGes do Comité Cientifico Internacional de Ozonioterapia (ISCO3), a via
inalatoria é a Unica totalmente proibida e, além disso, existem regras de seguranga para a
aplicacdo por outras vias a fim de se evitar inalacdo de qualquer quantidade de Oz em qualquer
concentragdo (ISCO3, 2010). A influéncia do Os sobre o sistema imune ja foi documentada apds
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0 uso por IR (Guven et al., 2009) e por via intraperitoneal (Schulz et al., 2003; Bakkal et al.,
2013).

Os mensageiros do Os, em particular o H2O,, agem no citoplasma de células mononucleares do
sistema imune ativando o NF- kB que ¢é responsavel pela transcri¢do de genes responsaveis pela
producdo de citocinas (Bocci e Paulesu, 1990; Valacchi e Bocci, 2000; Bocci, 2004a). As
citocinas sdo proteinas que estimulam receptores celulares e sdo responsaveis por mediar e
regular varios aspectos, tanto da resposta imune inata e adaptativa, quanto da hematopoese. Sdo
liberadas em pequenas doses e podem atuar em varios tipos celulares, ter acfes redundantes,
sinérgicas, antagonistas ou induzir cascatas (Kindt et al., 2007; Abbas et al., 2011). Podem
estimular a proliferacdo e ativacdo de células imunocompetentes, producdo de imunoglobulinas,
leucotrienos e prostaglandinas (Seidler et al., 2008).

Em infecgdes graves, o fator de necrose tumoral (TNF) é produzido em grandes quantidades e
induz efeitos sistémicos maléficos como reducdo da pressdo arterial, trombose intravascular,
catabolismo de tecido muscular e adiposo. No choque séptico, provocado por
lipopolissacarideos (LPS) de bactérias gram-negativas ou pelo &cido lipoteicoico de bactérias
gram-positivas, ocorre colapso vascular, coagulacdo intravascular disseminada e alteracdes
metabolicas. Todas essas complicagdes acontecem por aumento da producdo de TNF e outras
citocinas (Abbas et al., 2011). Zamora et al. (2005) demonstraram que, apds a administracdo de
LPS intraperitoneal em camundongos, ocorreu diminuicdo da liberacdo de TNF-a em animais
que foram adaptados ao estresse oxidativo com Oz nos cinco dias anteriores a inoculacdo do
antigeno, diminuindo assim os efeitos do choque séptico. Outros autores demonstraram 0s
mesmos efeitos nos tecidos alvo (Leon Fernandez et al., 2008; Vaillant et al., 2013) e no
liquido peritoneal (Uysal et al., 2012). Houve também uma diminui¢cdo na concentracdo da
interleucina-1p (IL-1B) no soro de animais tratados com insuflacdo peritoneal de O; (Bakkal et
al., 2013).

Se, por um lado, 0 O3 pode inibir a producdo exagerada de TNF-o, por outro pode estimular a
producdo de outras citocinas que estdo relacionadas a sinalizacdo entre células do sistema
imune. Bocci e colaboradores em 2005 demonstraram que o tratamento com O3 pode induzir a
liberagdo dessas citocinas que agirdo de forma benéfica. As citocinas identificadas foram alguns
interferons (IFN-a, IFN-B e IFN-y) e interleucinas (IL-2, IL-6 e IL-8).

Estudos in vitro realizados por Bocci et al., (1998) e Vallacchi e Bocci (2000) demonstraram
que apos a exposicdo de sangue humano ao Oz houve aumento significativo na liberacdo de
Interleucina 8 (IL-8), uma citocina quimiotatica que atrai leucécitos para o foco da inflamagéo.
Eles entdo concluiram que esse resultado indicaria a possibilidade do uso do O3z como adjuvante
no tratamento de doengas virais cronicas em pacientes imunossuprimidos. Bocci (1996b)
sugeriu que a aplicacdo de auto-hemoterapia ozonizada em pacientes na fase inicial da infecgao
pelo virus da imunodeficiéncia humana pode evitar a faléncia do sistema imune, o que é
frequentemente observado nesses pacientes devido a alta liberacdo de algumas citocinas.
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2.7 Toxicidade do 0zbnio e contraindicacdes da oxigénio-ozonioterapia

A dosagem para aplicacdo do Os respeita, na maioria das vezes, o conceito de hormese, que é
utilizado para agentes que provocam o efeito benéfico quando o organismo é submetido a baixas
doses e, a0 mesmo tempo, se administrado em doses mais altas provoca efeito inibitorio
(Goldman, 1996). Esse conceito no caso do Oz ndo é totalmente aplicavel, pois em alguns casos
0 uso de doses mais elevadas pode levar a uma resposta satisfatéria, mas com efeitos colaterais
(Bocci et al., 2011).

Ao lado dos efeitos terapéuticos desejados, o Oz é conhecido por seus efeitos toxicos aos
pulmdes (Mudway e Kelly, 2000; Al-Hegelan et al., 2011). A esses efeitos estdo associados 0
aumento da secregdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-f3 e IL-6 (Li et al., 2011) e
o recrutamento de células como neutréfilos e macréfagos alveolares ao tecido pulmonar (Li et
al., 2013). Devido a esses processos inflamatorios, o O; € associado a diferentes doengas, como
asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica (Khatri et al., 2009; Halonen et al., 2010).

Bocci (2005) contraindica a oxigénio-ozonioterapia no terco inicial da gestacdo e, em casos de
hipertireoidismo ou diabetes ndo controlados. Outras desordens celulares que contraindicam o
tratamento com oz6nio sdo a trombocitopenia e a anemia severa, especialmente em pacientes
que apresentem deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase. O mesmo autor ainda
menciona a contraindicacdo para pacientes tratados com inibidores da enzima conversora de
angiotensina.

2.8 Hematologia

Os componentes celulares do sangue podem refletir, precocemente, alteracBes sistémicas, ou
mesmo respostas locais do organismo (Kaneko et al., 2000), dessa forma o hemograma €
indiscutivel na pratica médica, tanto para o diagnéstico quanto acompanhamento clinico de uma
enfermidade (Jain, 1993). Sua facil e rapida realizacdo o tornam um dos exames mais
frequentemente realizados no laboratério clinico, sendo considerado um exame de primeira
linha (Stockham e Scott, 2008). O hemograma consiste na determinacdo das concentracdes das
séries eritrocitaria, leucocitaria e plagquetaria do sangue, na avaliacdo da morfologia dessas
células e na mensuragdo da proteina total plasmatica (PTP). E uma ferramenta utilizada como
apoio para o diagnostico e acompanhamento do tratamento de diversas enfermidades (Barger,
2003; Bossa-Miranda, 2012).

A contagem das hemdcias, o volume globular (VG), a concentracdo de Hb, o volume celular
médio (VCM), a concentracdo de Hb corpuscular média (CHCM), valores da Hb corpuscular
média (HCM) e PTP compdem o eritrograma. O esfregago sanguineo proporciona informagdes
adicionais sobre a morfologia das hemécias. O volume celular médio (VCM) indica a média de
tamanho das hemdcias e, com os valores da concentragdo de Hb corpuscular média (CHCM) e
da Hb corpuscular média (HCM), é utilizado para a classificagdo morfoldgica das anemias. A
destruicdo das hemacias leva a um aumento dos valores de CHCM e/ou HCM e também
diminuicdo do VG, possibilitando a avaliacdo da ocorréncia de hemolise in vivo ou in vitro
(Barger, 2003).

A interpretagdo do leucograma inclui a contagem total e diferencial de leucécitos. Mondcitos,
basdfilos, linfocitos, eosindfilos e neutrofilos segmentados ou bastonetes podem ser observados
em esfregacgos, entre outras células nucleadas, além da morfologia dessas células. Também é
parte fundamental da prética clinica, pois fornece informagfes importantes sobre processos
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patoldgicos diversos (Jain, 1993). O aumento do nimero de leucécitos é denominado
leucocitose, enquanto que a diminuicdo é denominada leucopenia. A contagem diferencial
auxilia na determinacdo das causas de leucocitose ou leucopenia, indicando ocorréncia de
processos inflamatérios, infecciosos e neoplasicos, além de estresse, excitacdo e
hipersensibilidade (Barger, 2003).

2.9. Perfil bioquimico

O perfil bioquimico sérico de cdes é utilizado na avaliacdo clinica laboratorial e oferece
informacGes importantes sobre o estado geral do animal, diagnoéstico e progndstico quando
analisado com o historico, outros exames laboratoriais e clinicos do animal (Gonzélez et al.,
2001). Alguns analitos informam alteracdes ocorridas apds tratamentos e sdo de grande valia na
pesquisa. Dentre os analitos que compdem o perfil bioquimico de rotina, na maioria dos
laboratorios, encontram-se: glicose, colesterol, PTP, albumina, globulinas, uréia, bilirrubina,
creatinina, fosfatase alcalina (ALP), aspartato (AST) e alanina aminotransferase (ALT), creatina
quinase (CK), calcio, fosforo e magnésio (Gonzalez et al., 2001).

2.9.1 Enzimas séricas e antioxidantes

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima importante no metabolismo de aminoacidos e
na gliconeogénese. E encontrada principalmente no figado, mas também tem atividade nos rins,
coracdo, musculo, pancreas, gordura e cérebro (Center, 2007; Miyazaki, 2009) e tem meia vida
de 60 horas (Dial, 1995). No figado, sua concentracdo é mais elevada nos hepatdcitos
periportais (Center, 2007).

A ALT possui duas isoenzimas (ALT-1 e 2). A ALT-1 esté presente principalmente no figado,
mas também é encontrada no masculo esquelético. A ALT2 é encontrada primariamente no
musculo esquelético (Miyazaki, 2009). O aumento da ALT no soro pode sugerir lesdo hepatica,
mas ndo deve ser utilizada como Unico indicador dessa lesdo, pois outros parametros
bioquimicos s&o necessarios para a determinacdo de injuria celular significativa (Hosoya et al.,
2009). A AST é uma enzima predominantemente hepatica, com meia vida de 12 horas (Dial,
1995), mas, assim como a ALT também estd presente em outros 6rgdos como rins, coragao,
musculo esquelético, cérebro, intestino delgado, baco, além das hemécias. No figado, concentra-
se principalmente em hepat6citos da regido periacinar. Nas células, as isoenzimas da AST estdo
presentes no citosol e mitocondrias e estdo relacionadas a degradagdo e biossintese de
aminoacidos (Center, 2007).

Apesar da mensuracdo dessa enzima ser mais utilizada para avaliar o perfil hepético, sua
elevacdo também indica hemdlise, uma vez que uma isoenzima estd presente nas células
vermelhas do sangue (Nsiah et al., 2011; Elrouf et al., 2013).
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O grupo da ALP possui inumeras isoenzimas distribuidas em vérios tecidos do organismo
como, por exemplo, no figado, intestino, rins, glandulas mamarias, ossos e placenta (Fukui et
al., 2003; Fernandez e Kidney, 2007). Em doencas hepaticas, a ALP é um marcador bioquimico
importante utilizado para diagndstico de doencas colestaticas, mas por existirem isoenzimas
distribuidas em diversos tecidos, 0 aumento de sua atividade no soro pode estar relacionado a
outros fatores tais como, gestacdo, lactagdo, dietas ricas em gordura, alteracdes 6sseas ou
enddcrinas e neoplasias. Animais jovens apresentam valores mais elevados (Sanecki et al.,
1993; Syakalima et al., 1997; Fernandez, 2007), assim como aqueles que recebem terapia
anticonvulsivante ou com glicocorticoides (Fernandez, 2007).

A LDH é uma enzima presente no citosol das células que catalisa a reacdo reversivel entre
piruvato e lactato na via glicolitica (Walter et al., 2007). Cada tecido tem sua isoenzima
caracteristica, que também varia entre as espécies animais (Washizu et al., 2002; Arai et al.,
2003). Sua maior atividade é no muasculo esquelético, seguido pelo cardiaco, rins, mucosa do
intestino delgado, pulmdes, pancreas e 0ssos. No soro sanguineo, aparentemente, a maior fonte
de LDH é hepatica. Niveis elevados de LDH no soro sdo vistos em animais com necrose ou
inflamacdo hepaticas, miosite ou trauma muscular e linfossarcoma (Milne et al., 1987; Center,
2007). A LDH também tem sido utilizada como marcador de hemolise intravascular associada a
outros analitos como AST e bilirrubina (Tabbara, 1992; Kato et al., 2006).

A GSH-Px € uma proteina de 80kDa composta por quatro subunidades idénticas. Em
mamiferos, existem cinco isoformas bem definidas dessa enzima (Leonel et al., 2014). Sua
funcdo antioxidante se baseia em reduzir H202 e outros hidroperdxidos a agua e alcool,
respectivamente (Gizi et al., 2011).

No citoplasma das hemacias, a GSH-Px e a CAT reagem com o0 H202, mas somente a GSH-Px
atua nos POLs (Horton e Fairhurst, 1987; Nagababu et al., 2003). Em casos de deficiéncia de
selénio ou estresse oxidativo exacerbado como o que ocorre em anemias, diabetes, doencas
inflamatdrias, neurodegenerativas, lesdes de reperfusdo ou neoplasias, ocorre uma reducdo dos
niveis de GSH-Px (Townsend, 2003; McCord e Edeas, 2005 ).

A SOD faz parte de uma familia de enzimas que catalisam a dismutagdo do O2¢- a H202 e O2.
Atua com o sistema GSH-Rd:GSH-Px na prote¢do celular contra o O2 e suas espécies reativas
(McCord e Edeas, 2005; Omobowale, 2014). O O2¢- e a a¢do da SOD tem relagdo com varios
processos patologicos que envolvem o estresse oxidativo, como doengas inflamatorias (Babior
et al., 1973; Salin e McCord, 1975), lesdes de isquemia/reperfusdo (Cerchiari et al., 1987),
doencas degenerativas (Reiter, 1995), diabetes (Maritim e Sanders, 2003), cancer (Church et al.
2003) entre outras. A acdo da SOD nesses casos é de grande importancia mas, em condicdes nas
quais o catabolismo do H202 estd comprometido, pode elevar o estresse oxidativo por gerar
mais perdéxido que ndo sera catabolizado (Scott et al, 1989).

2.9.2 Metabdlitos

O 4cido rico é o produto final do metabolismo das purinas em humanos e primatas e, em cées,
é metabolizado a alantoina através de sua descarboxilagdo pela enzima uricase. A alantoina é
entdo excretada pelos rins (Kruger e Osborne, 1986; Strazzullo e Puig, 2007; Hill et al., 2011).
Existem algumas evidéncias de que o acido Urico tenha propriedades antioxidantes, agindo
contra radicais livres no sangue (Glantzounis et al., 2005). Estudos em humanos demonstraram
que a administracdo endovenosa de &acido Urico em individuos saudaveis diminuiu a
concentracgdo de radicais livres no soro (Waring et al., 2001) e reduziu o estresse oxidativo em
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atletas submetidos ao exercicio fisico agudo (Hellsten et al., 2001; Chevion et al., 2003; Waring
et al., 2003).

Apesar dos cdes apresentarem concentra¢des (6-120pmol/L) muito abaixo daquelas vistas em
humanos devido a conversdo para alantoina, o acido Urico é utilizado como marcador da
capacidade antioxidante nesses animais, e s6 se encontra elevado em distirbios hepéticos e
insuficiéncia renal (Felice et al., 1990; Bartger, 2004; Stowe et al., 2006; Hesta et al., 2009) e
mesmo assim ndo é utilizado nas avaliagcbes de fungdo hepatica pois, apresenta baixas
sensibilidade e especificidade (Hill et al., 2011).

Na rotina clinica 0 aumento da bilirrubina total sérica pode indicar lesdo hepatocelular (Dial,
1995), hemolise ou obstrugdo de ductos hepaticos. Em casos de hemolise, a hiperbilirrubinemia
é chamada de pré-hepatica e se ocorre obstrucdo de ductos, é tida como pds-hepatica. Quando
ocorrem doencas hepaticas devido a diminuicdo da conjugacao da bilirrubina livre e/ou retirada
dessa da corrente sanguinea, é conhecida como hepatica (Rothuizen et al., 1992, Kundur et al.,
2015).

Em cées com hepatite crbnica idiopatica, o0 aumento da bilirrubina total indica prognéstico
negativo, assim como em humanos (Gémez-Selgas et al., 2014). Ja foi demonstrado que a
bilirrubina tem acdes antioxidante, anti-mutagénica, imunomoduladora, inibidora de plaquetas
e, possivelmente, atua na reducéo de lipideos séricos (Neuzil e Stocker, 1994; Jangi et al., 2013;
Kundur et al., 2015).

A ureia é formada no figado a partir da aménia que, normalmente, é proveniente do catabolismo
protéico. Assim, a ingestdo e o catabolismo de proteinas e aminoacidos influenciam diretamente
nas concentragdes séricas de ureia. Em humanos, algumas das causas do aumento da ureia sao:
hemorragia intestinal, febre, queimaduras, infeccdes, inanicdo, administracdo de corticoides e
tetraciclina. Alguns elementos responsaveis pela diminuicdo desse analito sdo a menor ingestao
de proteinas, uso de esterdides anabolizantes e insuficiéncia hepatica. Na insuficiéncia renal
aguda, o equilibrio &cido-base influencia na concentracdo de ureia. Animais com pH sanguineo
mais préximo do basico apresentam concentragdes mais baixas de ureia.

A ureia é predominantemente excretada pelos rins, mas existe alguma excrecéo intestinal que é
minima pois, o produto da degradacéo da ureia pelas bactérias intestinais é reabsorvido e levado
ao figado, onde é re-sintetizado (Kaneko et al., 2000).

A creatinina é produzida através do metabolismo da creatina e fosfocreatina provenientes do
musculo esquelético e da alimentagdo, sendo excretada pela filtracdo glomerular (Braun et al.,
2013; Lopes et al., 2014).

A anélise laboratorial da concentragdo da creatinina sérica é utilizada para avaliar a funcéo renal
indiretamente, mas sozinha, ndo fornece informacGes precisas sobre o funcionamento dos rins
em lesbes agudas e ndo auxilia na localizagdo da lesdo no glomérulo (Braun et al., 2013;
Pressler, 2013). Segundo Finco e colaboradores (1995), as concentracBes de creatinina so
aumentam quando a taxa de filtracdo glomerular est4d com apenas 30% de sua capacidade
normal e por isso, ao fazer a interpretagdo dos resultados, é necesséria a analise de outras
variaveis.
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2.9.3 Minerais

A concentracdo de célcio sérico tem associagao direta com o metabolismo mineral do individuo.
No sangue mede-se o calcio total, ou seja, a forma ionizada (livre) somada a forma néo ionizada
(associada com proteinas, principalmente aloumina e também com &cidos organicos). Ambas se
encontram em equilibrio e sua distribuicdo depende do pH, da concentracdo de albumina e da
relagdo acido-base. A concentracdo de célcio no sangue é regulada por um forte controle
enddcrino desempenhado pelo paratormdnio (PTH). Uma das causas de diminui¢cdo da absorcao
do célcio no intestino é a quantidade de proteina na dieta, ou seja, dietas hipoproteicas causam
diminuicdo da absorc¢do de calcio (Gonzalez, 2000). Por causa do controle endécrino os niveis
séricos de célcio variam pouco e se mantém em equilibrio com o fosforo. O PTH ao agir nos
rins promove reabsorcao de calcio e reducdo na reabsorcdo de fosforo. Nos 0ssos, estimula a
reabsorcao de célcio e redugdo na reabsorcdo de fosforo. A ALP também parece ser um grande
regulador deste elemento (Anderson et al., 2004).

Depois do potéssio, 0 Mg2+ é o segundo cation mais abundante nas células dos mamiferos, é
distribuido no citoplasma, nucleo, reticulo endoplasmatico e mitocéndria (Bond et al., 1987). A
concentracdo de Mg2+ nos compartimentos celulares é estavel, mesmo apds estimulos
hormonais ou metabdlicos (Corkey et al., 1986; Bond et al., 1987; Fatholahi et al., 2000), o que
mostra a importancia da homeostase desse cation para a regulacdo de enzimas dependentes de
Mg2+ (Voma et al., 2014). Nos hepatocitos o transporte e homeostase do Mg2+ estdo
associados ao metabolismo da glicose. Dessa maneira, horménios que regulam a glicélise e
gliconeogénese, também atuam sobre as concentracdes de Mg2+ (Fagan et al., 2000; Romani et
al., 2000).

O Mg2+ também participa de outros processos metabodlicos como glicdlise, ciclo de Krebs, -
oxidacdo e transporte de ions através da membrana (Pasternak et al., 2010).

2.9.4 Proteina total plasmatica e Albumina

A maior parte das proteinas plasmaticas é sintetizada no figado, com excecdo das
imunoglobulinas, que sdo produzidas pelos linfocitos B (O’Connell et al., 2005). A albumina
corresponde a maior fracdo proteica do plasma, que é composto também por outras proteinas
tais como imunoglobulinas, fibrinogénio, proteinas de fase aguda, proteinas transportadoras e
hormdnios. Altera¢bes na PTP podem ser observadas também devido a desidratagao, inflamagao
ou fatores nutricionais. Outras doengas como mieloma, infeccGes, hepatites e desordens da
medula 6ssea podem levar a um elevado nivel de PTP. Baixa concentracdo de PTP pode estar
relacionada com mé — absorgdo, desnutrigdo, doenca hepéatica e com diminuicdo da producéo de
albumina (Kaneko et al., 2000). A concentragdo das PTP também pode ser influenciada
hormonalmente. Os horménios de agdo anabdlica como, por exemplo, o horménio do
crescimento e 0s hormonios sexuais provocam elevacdo das PTP’s. Os horménios catabdlicos
como a tiroxina, por outro lado provocam reducdo das PTP’s. Assim, animais mais velhos,
apresentam menores valores de PTP’s que animais jovens (Fayos et al., 2005).

A albumina sérica desempenha véarias fungdes no organismo como, por exemplo, manutencao
da pressdo osmotica e pH sanguineos (Figge et al., 1991; Carter e Ho, 1994; Leveille-Webster,
2004), transporte de moléculas como acidos graxos, horménios, drogas e ions metalicos (Peters,
1996), além de ser tida como o principal antioxidante plasmético do sangue (Roche et al., 2008).
Possui estrutura tridimensional flexivel que favorece sua ligagdo a esses varios componentes
endogenos e exdgenos, incluindo as EROs (Christodoulou et al., 1994; Oettl e Stauber, 2007,
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Rondeau et al., 2007; Roche et al., 2008; Otagiri e Chuang, 2009; Varshney et al., 2011,
Taverna et al., 2013; Rosas-Dias et al., 2015). As proteinas ingeridas na dieta, geralmente sdo
metabolizadas e entram nas vias comuns de oxidacdo do acetil CoA, dessa forma, € necessario
que se tenha uma fonte de disponibilidade rapida de aminoacidos para o turnover das proteinas
periféricas. Sendo a albumina muito abundante, ela representa esta fonte de aminoacidos
(Kaneko et al., 2000).

A albumina ndo é um marcador exclusivamente hepatico. Em cdes com alteragBes hepaticas
cronicas, a hipoalbuminemia é esperada, mas existem outras disfun¢Ges nas quais existe
diminuicdo do valor de albumina sérica como, por exemplo, enteropatias e nefropatias com
perda de proteinas, além das leses cutaneas exsudativas. Além disso, nutricdo inadequada e
doencas inflamatdrias podem reduzir a sintese hepatica de albumina (Leveille-Webster, 2004).
Em animais desidratados ha um aumento da concentracdo de albumina sérica, mas esse
acréscimo € relativo, uma vez que ndo houve expansao da sintese de albumina, mas sim reducédo
do volume sanguineo (Cooper et al., 2009). A hiperalouminemia primaria € rara, entretanto,
Cooper e colaboradores (2009), relataram um caso de hiperalbuminemia em cdo com carcinoma
hepatocelular que, foi revertida ap6s retirada cirtrgica do tumor.

2.9.5 Colesterol e triglicerideos

A concentracdo de lipideos no sangue € medida na rotina clinica para avaliar a saude dos
animais. O colesterol total e os triglicerideos sdo utilizados nessa avaliagdo e o aumento de
ambos pode indicar obesidade, alteracGes metabolicas, estresse oxidativo, inflamagdo e
mudancas no perfil lipidico (Mori et al., 2011; Kawasumi et al., 2014). A lipidemia é também
influenciada pela idade, raca, dieta, sexo, ciclo circadiano e algumas doengas que provocam
inflamacdo, estresse oxidativo, resisténcia a insulina, e mudangas de perfil lipidico como, por
exemplo, diabetes mellitus, hiperadrenocorticismo e hipotireoidismo (Bertolucci et al., 2008,
Mori et al., 2010; Mori et al., 2011; Kawasumi et al., 2014; Usui et al., 2014).

O HDL (High Density Lipoprotein) é o tipo de colesterol dominante em cdes. Em humanos
obesos ocorre uma diminuicdo de HDL e um aumento de LDL (Low Density Protein), em cdes
obesos ocorre 0 aumento de ambos (Tvarijonaviciute et al., 2012). Tvarijonaviciute e
colaboradores (2012) sugerem que a prevaléncia de cdes com distirbios metabélicos associados
a obesidade (ORMD), com sindrome metabdlica (SM) seja pouco menor que a prevaléncia de
SM humana (22-28% e 50-60% em pacientes com sobrepeso ou obesos, respectivamente). Cées
com ORMD apresentaram uma diminui¢do da adiponectina e um aumento da insulina sérica,
sendo semelhante a humanos com SM. Nao foram identificadas diferencas na massa gorda entre
caes classificados com ou sem SM, implicando que a obesidade canina ndo leva inevitavelmente
a disfuncdo metabodlica, e é similar aos achados em humanos, onde alguns individuos obesos séo
metabolicamente saudaveis.

2.9.6 Glicose

A glicose fornece energia as células e seu metabolismo para geracdo de ATP pode ocorrer tanto
por respiracdo aerobia, quanto anaerdbia. Nos mamiferos, alguns tecidos utilizam de maneira
estrita a glicose como fonte de energia como, por exemplo, o cérebro (Wasserman, 2009;
Thorens, 2011). A corrente sanguinea é utilizada para distribuir a glicose proveniente da dieta,
de reservas enddgenas ou da gliconeogénese aos tecidos. De acordo com a ingestdo de
alimentos e demanda de energia, mecanismos avancados de regulagdo estdo disponiveis em
organismos saudaveis para a manutencdo de niveis constantes da glicemia (Suh et al., 2007;
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Wasserman, 2009; Thorens, 2011). Dois horménios sdo 0s principais responsaveis por essa
refinada regulacdo, a insulina e o glucagon. Quando os niveis de glicose sanguinea estdo
elevados, a insulina a direciona para as células que irdo utiliza-la para producéo de energia ou
armazenamento. Quando esses niveis abaixam e ndo existe fonte exdgena de glicose, o glucagon
mobiliza as reservas localizadas no figado e masculos em forma de glicogénio afim de prevenir
a hipoglicemia (Bansal e Wang, 2008; Wasserman, 2009).

3. Materiais e métodos

O presente projeto recebeu parecer favoravel da Comissdo de Etica no Uso de Animais -
(CEUA-UFMG) sob protocolo de n° 237/2014.

3.1 Animais

Foram utilizados 21 cdes de diferentes racas (18 fémeas e trés machos), com peso médio de
25,4kg+12,2 (min. 3,3; max. 60kg) de proprietarios particulares residentes em Belo Horizonte,
apods a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Esses animais foram
divididos em trés grupos da seguinte forma:

- Grupo de auto-hemoterapia (AHm): Cinco animais, sendo trés fémeas e dois machos.

. -Grupo de auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3): Dez animais, sendo nove fémeas e
um macho.

- Grupo de insuflacéo retal (IR): Seis animais, todas fémeas.

3.2 Geragdo do ozbnio

Para a formacdo do O3 medicinal, foi utilizado um aparelho gerador de O3 (Ozone and Life,
modelo OeL1.5RM, Séo José dos Campos, Brasil), acoplado a um cilindro de O, medicinal. O
aparelho permite que na saida seja acoplado um filtro biologico (Millipore®, 0,22pm) para
garantir a esterilidade da mistura gasosa que foi coletada por uma seringa acoplada a esse filtro.
Com esse aparelho € possivel produzir misturas O,-O3 em concentracdes que vao de 1 a 70 mg
de O3 por litro, em uma mistura com no minimo 95% de O2 e 5% de Os. Com 0 gerador
desligado, ocorre saida de O, medicinal puro.

3.3 Tratamentos

Em todos os grupos foram realizados dez tratamentos com intervalos de 48 horas entre cada um.
Os tratamentos e coletas de material foram realizados em domicilio, da seguinte maneira:

Grupo AHm: Apéds assepsia local, foram coletados cinco mL de sangue da veia cefalica ou
jugular, sem anticoagulante, por puncdo venosa com escalpe 21G ou 19G, de acordo com 0
porte do animal. Apés a coleta, o sangue era agitado durante dez segundos e aplicado por via
intramuscular, na musculatura posterior da coxa, sempre alternando os lados das aplicagdes e
das coletas.

Grupo AHMO3: Apos assepsia local, foram coletados cinco mL de sangue da veia cefélica ou
jugular, sem anticoagulante, por puncdo venosa com escalpe 21G ou 19G, de acordo com o
porte do animal. Imediatamente, a essa amostra eram adicionados cinco mL de Os na
concentragdo de 32mg/L, conforme indicagdo de Bocci (2005) e Viebahn-Hénsler et al. (2012).
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A mistura era agitada durante dez segundos e aplicada por via intramuscular, na musculatura
posterior da coxa, sempre alternando os lados das aplicac¢Ges e das coletas.

Grupo IR: Foram utilizadas sondas uretrais nimero 12, lubrificadas com lubrificante intimo
comercial (Olla®) para a IR. Aproximadamente 15cm da sonda era introduzida no orificio anal.
O Os era, entdo, injetado na dose de 43ug de Os/kg (Rodekohr e Kiibler, 2009). Apos a
insuflacdo, a sonda era mantida no reto do animal por um minuto e a cauda desses era
tracionada em sentido cranioventral para manté-la no lugar. Apds esse tempo, a sonda era
retirada.

3.4 Testes laboratoriais

Para 0 acompanhamento dos tratamentos foram realizadas coletas de sangue em trés momentos
em todos o0s animais.

Tempo zero: Antes do inicio dos tratamentos.

Tempo um: 48 horas apds o quinto tratamento (imediatamente antes do sexto).

Tempo dois: 48 horas ap6s o décimo tratamento.

O sangue foi coletado por puncédo venosa da veia cefalica, apos assepsia local, em um tubo com
EDTA e outro sem anticoagulante, ambos utilizando sistema de coleta a vacuo (Vacutainer®).
As amostras foram levadas ao laboratério de Patologia Clinica da EV-UFMG.

Os tubos de EDTA foram homogeneizados e o sangue foi processado para contagem celular
sanguinea por impedancia em aparelho automatico (Abacus Jr. Vet-Diatron), confeccdo de
microcapilar para determinacdo do VG e proteina total, esfregaco sanguineo em lamina para
contagem diferencial e observacdo morfoldgica celular. Das mesmas amostras, com EDTA,
foram realizadas mensuracdo de GSH-Px e SOD.

Os tubos microcapilares foram centrifugados a 10000rpm durante cinco minutos € 0 VG foi
determinado utilizando uma escala prépria de leitura, conforme técnica de rotina do laboratdrio.
A mensuracdo da PTP foi feita por refratometria. As ldminas foram coradas (Panético Rapido-
Newprov, Brasil) e analisadas através de microscopia optica.

A anélise para determinacdo da concentracdo de SOD foi realizada segundo instruces do
fabricante do reagente (RANDOX-Reino Unido) e consistia em centrifugar 0,5mL de sangue
total por dez minutos a 3000rpm e aspirar o plasma. Os eritrécitos eram entdo lavados por
quatro vezes com um mL de solucdo salina a 0,9% e centrifugados a 3000rpm por dez minutos
apos cada lavagem e retirada do sobrenadante. Aos eritrécitos lavados eram adicionados 2 mL
de &gua fria bidestilada e a mistura era mantida sob refrigeracdo (4°C) durante 15 minutos. A
agua bidestilada era aspirada e a 0,5 mL do diluidor fornecido pelo fabricante, foram
adicionados 15ul da papa de eritrocitos. Essa mistura foi analisada por espectrofotometria em
aparelho automatico (Cobas Mira Plus-Roche), utilizando-se 500nm como comprimento de
onda.

Para a mensuracdo da GSH-Px, foi utilizado um kit comercial (RANDOX-Reino Unido). O
processamento da amostra consistiu em adicionar 1mL do diluidor fornecido pelo fabricante a
50l de sangue total. Apds cinco minutos foi adicionado um mL de corante de Hb e as amostras
foram analisadas por espectrofotometria em aparelho automatico (Cobas Mira Plus-Roche),
seguindo as recomendacGes na bula do fabricante. Os tubos sem anticoagulante foram
centrifugados a 2000rpm para retirada do soro que foi utlizado para as andlises bioquimicas.A
bioquimica clinica foi realizada por espectrofotometria em aparelho automatico (Cobas Mira
Plus-Roche) e as variaveis avaliadas foram: ALT, AST, &cido drico, colesterol, triglicerideos,
glicose, uréia, creatinina, LDH (Synermed International, EUA), bilirrubina total, célcio, Mg2+,
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albumina, ALP e PTP (RANDOX, Reino Unido). O preparo dos reagentes, bem como as
técnicas de analise seguiu as indicacbes dos respectivos fabricantes.

3.5 Analise Estatistica

O experimento foi inteiramente casualizado, sendo os animais dos diferentes tratamentos
avaliados em trés tempos distintos. Os dados foram tabelados e avaliados segundo a a
normalidade e homocedasticidade (Kolmogorov- Smirnov e Shapiro-Wilks). As variaveis que
nao apresentaram distribuicdo paramétrica (SW<0,05) passaram por transformacao logaritmica
(log10) para serem submetidas a ANOVA utilizando-se o programa SAS. As variaveis que nao
puderam ser transformadas foram submetidas a avaliacdo pelo teste Kruskall Wallis ou
Wilcoxon. A margem de significancia foi de 95% (p<0,05) para todas as variaveis.

4. Resultados e Discussao

No decorrer das fases de tratamentos em dois animais do grupo AHMO3 a puncao venosa era
complicada e esses desenvolveram flebite nos locais de coleta, um outro animal do mesmo
grupo apresentou claudicagdo em uma aplicacdo intramuscular, em ambos 0s casos esses
problemas foram contornados trocando os locais de puncéo e aplicacéo.

4.1 Hemograma

Segundo Kaneko et al. (2000) os componentes celulares do sangue podem refletir,
precocemente, alteracdes sistémicas, ou mesmo respostas locais do organismo, entretanto
raramente sdo achados patognomdnicos. A rapidez e a facilidade em se realizar um hemograma
0 tornam uma importante ferramenta para definicdo de condutas clinicas. Dessa forma o
hemograma foi o primeiro exame a ser realizado neste experimento, desde a triagem dos
animais. Segundo Leon et al.,1998; Bocci, 2004b; Bocci et al., 2011, a oxigénio-ozonioterapia
pode melhorar o sistema antioxidante de eritrécitos e também estimula a resposta imune (Sagai
e Bocci, 2011), o que poderia alterar os resultados do hemograma de animais submetidos a
oxigénio-ozonioterapia. Os resultados dos hemogramas dos animais avaliados, neste
experimento, encontram-se nas Tab. 1 e 2.
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Tabela 1: Valores médios seguidos do desvio padréo da contagem eritrcitos e determinacdo do volume globular e concentragéo de
hemoglobina, de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou
insuflacdo retal de ozénio (IR).

Tempo*

Tratamento Zero 1 2

Volume globular (%)- 37-55 (Jain, 1993)

AHmM 48,600+4,561Aa 47,800+3,493Aa 46,200+5,675Aa
AHmMO3 48,100+5,820Aa 43,600+4,624Ab 44,600+4,858Aab
IR 48,667+5,888Aa 44,000+7,563Aab 40,667+9,933Ab

Eritrécitos (x 106/ulL)- 5,5-8,5 (Jain, 1993)

AHmM 6,828+0,862Aa 6,740+0,552Aa 6,364+0,939Aa
AHmMO3 6,871+1,176Aa 6,274+0,998Ab 6,126+0,814Ab
IR 7,083+0,876Aa 6,232+1,296Ab 6,162+1,349Ab

Hemoglobina (g/dL)- 12-18 (Jain, 1993)

AHmM 15,920+1,558Aa 16,060+1,282Aa 15,380+2,275Aa
AHmMO3 15,670+2,254Aa 14,830+2,119Aa 14,680+1,978Aa
IR 17,033+1,617Aa 13,883+3,294Ab 14,517+2,885Ab

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6 aplicacdo; T2-48h ap6s a 10° aplicacdo. Letras
maiusculas comparam resultados dentro das colunas e mintsculas dentro das linhas (p<0,05).

O volume globular (VG%) foi equivalente entre os grupos em todos os tempos de avaliacao,
demonstrando diferenga apenas nos tratamentos que receberam O3, durante a evolucdo
temporal. Os animais do AHMOS3 apresentaram diminui¢do do VG (%) no T1, enquanto animais
do grupo IR apresentaram reducdo da variavel em T2 (Fig.1). Uma vez que o grupo AHm nédo
apresentou alteracdo, parece haver influéncia do O3 sobre esta varidvel, dependendo da via de
aplicacdo. O VG (%) representa a massa de eritrocitos compactados no volume de sangue total,
dessa forma, a contagem de eritrocitos é a variavel inicial que influencia no VG (%). Diferengas
estatisticas significativas também foram observadas na contagem de eritrocitos dos animais dos
mesmos grupos, a partir do T1, se mantendo em T2 (Fig.2).

A literatura consultada considera que os eritrdcitos sejam resistentes a baixas doses de O3
(Shinriki et al.,1998; Bocci, 2004b; Travagli et al., 2006, Travagli et al., 2007). Entretanto,
Bocci (2002), embora ndo tenha observado edema ou lise de eritrocitos, in vitro, relata a
ocorréncia de pequena hemoélise, semelhante a que ocorre em amostras de sangue estocado. O
VG(%) determina, inicialmente a presenca de anemia, quando os valores se encontram abaixo
dos intervalos de referéncia para a espécie. Neste experimento foram observadas médias de
VG(%) abaixo dos intervalos (37-55%) relatados pela literatura (Jain, 1993) em dois animais do
grupo IR. Mesmo havendo redugdo do VG(%) e do numero de eritrocitos das amostras
sanguineas de cdes submetidos a oxigénio-ozonioterapia, apenas um animal demonstrou anemia
ou caracteristica compativeis com hemolise in vivo, que pode ter sido decorrente da
hemoparasitose. O restante dos resultados esta de acordo com os relatos de estudos realizados in
vitro.
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Fig.1: Volume globular (%) de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada
(AHmMO3) ou insuflacéo retal de ozdnio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 62 aplicacdo (T1) e 48h
apds a 10° aplicagéo (T2).
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Fig.2: Concentracéo de eritrdcitos (x10°uL) de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor
ozonizada (AHmMO3) ou insuflacdo retal de ozdnio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 6% aplicagdo
(T1) e 48h apds a 10° aplicagdo (T2).
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Com relacdo a variavel hemoglobina (Hb) as Unicas diferencas observadas foram nos animais
do grupo IR nos tempos T1 e T2 (Fig.3). Dois dos seis (33%) animais deste grupo apresentaram
soropositividade para Leishmania sp. e sinais clinicos compativeis com hemoparasitoses,
embora ndo tenham sido observados em lamina. Se considerarmos os intervalos de confianga
entre 12 e 18 g/dL (Jain, 1993), alguns animais apresentaram valores abaixo. A redugdo da
concentracdo de Hb caracteriza o processo de anemia, entretanto, nos animais deste experimento
ndo incorreram em reducéo clinicamente significativa do VG(%).
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Fig. 3: Concentragdo de hemoglobina (g/dL) de cédes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia
menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflagdo retal de ozbnio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 62
aplicacdo (T1) e 48h apds a 10° aplicagdo (T2).

O namero amostral reduzido no grupo IR e a intercorréncia de hemoparasitoses comprometeram
0s resultados. Mas pode-se sugerir que a meia vida do eritrécito tenha sido reduzida por
alteragdes conformacionais da membrana ou mesmo da molécula de Hb, devido ao estresse
oxidativo, ou mesmo alteragdo do sistema tamp&o, uma vez que a Hb age em diversas reacoes
bioguimicas.

Houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre grupos para a variavel leucocitos totais
no tempo zero (Tab.2), ndo sendo observada nos demais tempos de avaliagdo ou entre grupos na
evolugdo do tempo. Dessa forma, embora a resposta leucocitaria sugira um diagnostico
diferencial (Jain, 1993), a causa da diferenca ndo pode ser atribuida ao tratamento, ja que se
tratava do tempo prévio as aplicacbes. Provavelmente, a diferenca se deveu a leucocitose
observada em quatro dos dez (40%) animais do grupo AHMO3, que apresentaram 18,5, 20,3,
20,7 e 28,1 (x10*/uL) leucécitos totais. Um animal (16,6%) do grupo IR apresentou leucopenia
(4,43x 10%uL). Os valores da leucometria total dos animais do grupo AHmMO3 diminuiram
gradativamente durante os tempos subsequentes de avaliagdo, chegando aos valores de
referéncia (6,0-17,0 x 10%pL), no tempo 2 (Fig.4). Bastonetes e basofilos foram achados
esporadicos, e em nenhum tempo ou tratamento, bem como na avaliacdo individual,
apresentaram-se acima dos intervalos de referéncia para a espécie canina. Dessa forma ndo
foram realizadas andlises estatistica dessas variaveis.
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Tabela 2: Valores médios seguidos do desvio padrdo da contagem de leucdcitos totais, neutr6filos segmentados, linfécitos,
monocitos e eosinodfilos de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada

(AHmMO3) ou insuflagdo retal de ozdnio (IR).

Tempos*
Tratamento Zero 1 2
Leucécitos totais (x103/uL)- 6000-17000 (Jain, 1993)
AHmM 10,584+2,464Ba 11,008+3,442Aa 9,910+3,313Aa
AHmMO3 16,8+5,128Aa 14,751+3,556Aa 15,016+4,307Aa
IR 8,972+3,519Ba 9,275+5,269Aa 9,327+6,031Aa
Neutréfilos segmentados (x103/uL)- 3000-11500 (Jain, 1993)
AHmM 6227,8+673,7Ab 6385,2+2647,1Aa 6223,9+2653,7Aab
AHmMO3 9141,7+2486,5Aa 9074,7+2817,1Aa 9758,0+3603,0Aa
IR 5981,7+2187,2Aa 6664,1+2647,1Aa 5741,6+3018,9Aa
Linfécitos (x103/uL)- 1000-4800 (Jain, 1993)
AHmM 2310,8+1738,4Aa 3080,7+1428,1Aa 2379,1+1412 5Aa
AHmMO3 3570,8+1203,1Aa 1534,7+606,2Ab 1802,6+736,4Ab
IR 1647,2+783,4Aa 1293,2+1490,8Aa 1976,2+1507,3Aa
Mondcitos (x103%/uL)- 150-1350 (Jain, 1993)
AHmM 882,5+337,4Aa 523,9+416,8Ab 658,7+332,2Aa
AHmMO3 1112,3+701,7Aa 864,8+504,4Ab 1065,8+537,9Aab
IR 546,2+546,3Aa 542,8+404,3Aa 796,7+537,9Aa
Eosindfilos (x10%/uL)- 100-1250 (Jain, 1993)
AHmM 1101,5+746,4Ab 1558,6+1082,3Aa 1194,1+376,5Ab
AHmMO3 2752,5+2405,9Aa 1714,4+1111,8Aa 1794,9+692,7Ab
IR 796,5+899,5Aa 774,7£605,9Aa 717,5+1043,8Aa

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6 aplicagdo; T2-48h apds a 10° aplicagdo. Letras
mailsculas comparam resultados dentro das colunas e minasculas dentro das linhas (p<0,05).
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Fig.4: Contagem de leucécitos(x10%) de cédes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor
ozonizada (AHmMO3) ou insuflagdo retal de ozobnio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 62 aplicagdo
(T1) e 48h apds a 10° aplicagdo (T2).

O estresse é uma das causas mais frequentes de leucocitose em cées e, pode ser caracterizado
pela presenca de neutrofilia, monocitose, linfopenia e eosinopenia, relacionados ao derrame de
horménios esterdides, como o corticoide de origem enddgena, frente a estimulos como medo,
apreensdo ou dor (Jain, 1993; Stockham e Scott, 2008). Trés animais do grupo AHmMO3
apresentaram neutrofilia no inicio das avaliagdes o que elevou a média do grupo (Tab. 2),
entretanto, mesmo mantendo a média alta, ndo foi demonstrada diferenca estatistica
significativa entre os grupos nos diferentes tempos de avaliacdo. A neutrofilia observada, em

34



conjunto como a monocitose so foi coincidente em um animal, diagnosticado no transcorrer do
experimento como sendo leishmaniose positivo. Nenhum animal apresentou linfopenia no TO,
entretanto dois animais dos grupos AHmMO3 e IR apresentaram este achado no T1 e um animal
do grupo AHm. Trés animais do grupo AHm apresentaram linfopenia em T2, outros dois em
AHmMO3 e apenas um animal do grupo IR. A linfopenia ndo foi um achado coincidente nos
animais com neutrofilia ou monocitose. Sendo assim, os achados caracteristicos de processo
inflamatorio agudo (leucocitose neutrofilica) ou acdo do horménio esterdide sob efeito do
estresse da coleta, ndo podem ser incriminados nos achados. Melhor explicagdo seria
leucocitose fisiolégica da acdo adrenérgica, que como mencionam Jain (1993) e Stockham e
Scott (2008), altera transitoriamente e, inicialmente, neutréfilos circulantes. Dependendo da
contracdo esplénica, também pode haver mobilizacdo temporaria, de outros tipos celulares que,
como se encontram em contagem reduzida se comparados a do neutrofilo, sofrem menores
alteracOes quantitativas.

A linfocitose (>4800/uL) so foi observada no TO e, em 3 animais. Segundo Sagai e Bocci
(2011), o O3 modula a resposta imune, podendo tanto suprimir quanto estimular a resposta
imune, ndo pelo acréscimo celular, mas pelo perfil de citocinas produzidas (Jakab et al., 1995;
Bocci, 1996b; van Hoof et al., 1997). A linfocitose € relatada em casos de inflamacdo cronica,
seguida ou ndo de infeccdo, desordens linfoproliferativas ou pelo desvio fisioldgico ocasionado
pela acdo adrenérgica (Stockham e Scott, 2008), que parece ter sido o caso dos animais deste
experimento.

Pdde-se observar monocitose em seis animais em TO, quatro deles pertencentes ao grupo
AHmMO3, dois deles se mantiveram monocitoticos em T1 e normalizaram em T2. Os animais
qgue apresentaram monocitose em TO também apresentavam neutrofilia e eosinofilia e,
gradativamente tiveram os valores reduzidos apds o tratamento ao longo do tempo. O O3
associado ao sangue em infusdo intramuscular, reduziu a concentracdo de mondcitos e outros
tipos celulares, sugerindo modulacdo do processo inflamatério inespecifico, da mesma maneira
observada por Caé (2013).

Os eosindfilos se mostraram instaveis durante todo o periodo de avalia¢do, com um coeficiente
de variacdo de 89%, valores minimos de zero e maximo de 8.711/uL. No inicio do experimento
(T0) 14 animais apresentaram valores acima do intervalo de referéncia (100-1.250/uL). Segundo
Jain  (1993) sdo causas de eosinofilia: hipersensibilidade, parasitose, inflamacdo,
hipoadrenocorticismo e leucemia eosinofilica. A eosinofilia esteve coincidente com a neutrofilia
em quatro animais no TO, trés destes componentes do grupo AHmMO3, no T1 trés animais
apresentaram neutrofilia coincidente com eosinofilia, todos do grupo AHMO3 e dentre estes,
apenas um animal era recorrente de TO. Em T2 apenas um animal, e do grupo IR, apresentou
eosinofilia. Embora os animais selecionados para participarem do experimento tenham sido
clinicamente avaliados, e considerados higidos, nenhum protocolo de vermifugacao foi adotado
previamente ao inicio do experimento. Dessa forma, dentre as causas de eosinofilia
mencionadas pelos autores, existe a possibilidade de os animais terem processos inflamatérios
subclinicos e/ou parasitarios. Trés animais apresentaram eosinopenia, que ndo esteve associada
a neutrofilia e/ou linfopenia, para caracterizar o estresse, ja mencionado anteriormente.

4.2. Bioguimica clinica

Os resultados do perfil bioguimico dos cées deste experimento encontram-se expressos nas
tabelas de 3 a 9. Foram determinadas as concentragfes de proteinas totais, albumina (Tab.3),
colesterol, triglicerideos (Tab.4) e glicose (Tab.5), como macromoléculas orgénicas; enzimas
séricas (Tab.6), metabolitos (Tab.8), e minerais (Tab.9) (Gonzéles et al., 2001). Além dos
parametros sugeridos, foram determinadas, também, as concentracdes de &cido Urico (Tab.8) e
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das atividades das enzimas do perfil anti-oxidante (Tab.7). Os valores adotados como intervalo
de referéncia encontram-se nas tabelas para efeito de comparacdo, extraidos de Kaneko et al.
(2000).

N&o foram observadas diferencas significativas nos resultados da concentracdo de albumina
sérica quando os tempos de grupos diferentes foram comparados (Tab. 3). Por outro lado, no
grupo AHMO3 houve diminuicdo significativa entre os tempos 0 e 2, assim como no grupo IR
houve uma diminuigdo significativa a partir de T1 (TO<T1<T2) (Fig.5). Também ocorreu
diminuicdo significativa da proteina total nos grupos tratados com Ogs, especialmente em T2.
Uma vez que a albumina estd incluida na mensuracdo da proteina total, é esperado que 0s
valores de ambas tenham o mesmo desenho, como verificado nesse trabalho (Fig.6).

Tabela 3: Valores médios seguidos do desvio padréo da concentragdo de proteina total plasmatica (g/dL) e albumina (g/dL) de cées
higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflacdo retal de oz6nio

(IR).

Tempos*

Tratamento Zero 1 2

Proteina total plasmatica (g/dL)-5,4-7,1 (Kaneko et al., 2000)

AHmM 7,91+0,88Aa 7,89+1,20Aa 7,04+0,64Aa
AHmMO3 8,52+0,88Aa 7,94+1,18Aab 7,56+1,28Ab
IR 8,24+0,81Aa 7,79+1,30Aab 6,85+0,79Ab

Albumina (g/dL)-2,6-3,3 (Kaneko et al., 2000)

AHmM 3,29+0,52Aa 3,33+0,28Aa 2,95+0,16Aa
AHmMO3 3,63+0,38Aa 3,44+0,45Aab 3,26+0,38Ab
IR 3,82+0,58Aa 3,28+0,45Ac 2,81+0,54Ab

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6 aplicagdo; T2-48h apds a 10° aplicagdo. Letras
maitsculas comparam resultados dentro das colunas e mintisculas dentro das linhas (p<0,05).

AlteracOes nas concentracdes de PTP, bem como albumina, podem ser observadas em situagdes
em que haja desidratacdo, inflamagdo ou processos de desequilibrio entre ingestdo e consumo,
relacionadas, comumente com ma — absor¢do, desnutricdo, doenca hepatica e com diminuicdo
da producéo de albumina (Kaneko et al., 2000). Como as proteinas desempenham inlmeras
atividades organicas, sua concentragdo deve ser mantida dentro do intervalo de referéncia para
que o organismo possa manter a homeostase, dessa forma redugdes significativas, normalmente
veem acompanhadas de sinais clinicos e podem estar associados a disfun¢do hepética, processos
neoplasicos e/ ou perdas intestinais abruptas (Fayos et al., 2005). Nenhum animal apresentou
concentragbes de PT abaixo de 5,4mg/dL, apenas um animal do grupo IR apresentou
concentragdo de albumina igual a 2mg/dL. A maioria dos animais apresentaram valores acima
de 7,1 de PT e 3,3 de albumina. Segundo Kaneko et al. (2000) os valores de PTP e albumina
podem variar muito considerando-se espécie, raca, tamanho e catabolismo. Nenhum animal
demonstrou histérico ou exame clinico compativel com desidratagdo, que justificasse as
concentragdes acima dos intervalos de referéncia da literatura.
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Fig.5: Albumina sérica (g/dL) de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada
(AHmMO3) ou insuflacéo retal de ozdnio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 62 aplicacdo (T1) e 48h

apds a 10° aplicagéo (T2).
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Fig.6: Proteina Total plasméatica-PTP (g/dL) de cées higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor
ozonizada (AHmMO3) ou insuflagdo retal de ozobnio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 62 aplicagdo

(T1) e 48h apds a 10° aplicagdo (T2).

Quanto a significativa diferenca estatistica observada entre os diferentes tempos dentro dos
grupos tratados, foi demonstrado que o estresse oxidativo causa alteragcBes na conformacao da
albumina sérica em humanos (Anraku et al., 2001; Musante et al., 2006) assim, o sitio de
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ligacdo do reagente colorimétrico utilizado pode ter sido modificado com os tratamentos, o que
poderia justificar a reducdo significativa das médias encontradas entre os tempos TO e T2.

Oettl e colaboradores (2008) realizaram estudo com pacientes cirréticos e observaram que a
diminuicdo da concentracao sérica de albumina esta relacionada, ndo apenas com a diminuicédo
da sintese dessa proteina, mas também ao estresse oxidativo que modifica a conformacdo da
mesma. Gomes-Marcondes e Tisdale (2002) constataram que um pequeno estresse oxidativo
induz o catabolismo protéico muscular, mas ndo avaliaram a albumina nem a proteina total. De
acordo com Halliwell e Gutteridge (1990) as moléculas de albumina danificadas sdo removidas
da circulacdo sanguinea e degradadas, o que também poderia justificar os resultados
encontrados apenas nos animais dos grupos que receberam Os.
Apesar das diferengas observadas nos valores de triglicerideos entre tempos e tratamentos, ndo
foram encontradas diferencas significativas nos resultados do colesterol total (Tab.4). Pode-se
esperar uma diminuicdo que acompanhasse os triglicerideos, mas, provavelmente os tempos de
avaliacdo ndo permitiram que essa mudanga fosse observada da mesma forma como relataram
Hernandez e colaboradores (1995) em estudo com humanos cardiopatas demonstrando
diminuicdo do colesterol apds 15 sessbes de auto-hemoterapia maior ozonizada.

Tabela 4: Valores médios seguidos do desvio padrdo da concentragdo de colesterol (mg/dL) e triglicerideos (mg/dL) de cées
higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflacdo retal de oz6nio

(IR).

Tempos*
Tratamento Zero 1 2
Colesterol total (mg/dL)-40-78 (Kaneko et al., 2000)
AHmM 59,50+11,88Aa 57,5145,35Aa 55,71+7,59Aa
AHmMO3 63,54+14,17Aa 63,99+16,63Aa 61,59+11,08Aa
IR 73,49+15,80Aa 70,85+20,44Aa 64,67+23,24Aa
Triglicérideos (mg/dL)- 20-112 (Kaneko et al., 2000)
AHmM 96,94+46,76Bab AHmM 96,94+46,76Bab
AHmMO3 104,34+45,60Ba AHmMO3 104,34+45,60Ba
IR 266,59+174,83Aa IR 266,59+174,83Aa

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6 aplicagdo; T2-48h apds a 10° aplicagdo. Letras
maitsculas comparam resultados dentro das colunas e mintisculas dentro das linhas (p<0,05).

Os valores das concentraces de triglicerideos encontrados no tempo 0 mostraram diferenca
significativa entre os grupos pois, no grupo IR, uma parcela foi perdida e duas amostras
apresentaram soro lipémico, o que fez com que a média desse grupo aumentasse muito. Nos
tratamentos com O3 houve diminuicédo significativa dos valores médios de triglicerideos no T1.
No T2 os valores encontrados nos grupos AHmM e AHmMO3 ndo mostraram diferenga
significativa quando comparados ao TO, mas o grupo AHm mostrou diferenca entre os T1 e T2.
O tratamento IR mostrou diminuicao significativa em todos os tempos, chegando inclusive a
valores dentro dos limites de referéncia para a espécie (Fig.7).
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Fig.7: Triglicerideos séricos (mg/dL) de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHmM), auto-hemoterapia menor
ozonizada (AHmMO3) ou insuflacdo retal de ozénio (IR), - antes do inicio do tratamento (TO), imediatamente antes da 62 aplicacdo
(T1) e 48h ap6s a 10° aplicacdo (T2).

Apesar de ja ter sido demonstrado em humanos que a aplicacdo retal de O; tem efeito
hipoglicemiante em diabéticos hiperglicémicos (Al-Dalain et al., 2001; Martinez-Sanchez et al.,
2005), no presente estudo ndo foi observada diferenca no grupo IR e nos grupos de auto-
hemoterapia foi identificado aumento significativo da glicemia (Tab.5). Pode-se sugerir que, em
animais com o controle correto da glicemia, o O3 e a auto-hemoterapia ndo alteraram os valores
de glicose. Outro fator relevante foi a falta do controle do tempo de jejum destes animais.
Embora as coletas tenham sido realizadas sempre no mesmo hordrio, os proprietarios, nem
sempre suspendiam a refeicdo com oito horas de antecedéncia, como o recomendado para a
determinacdo da maioria dos analitos avaliados (Kaneko et al., 2000). Os triglicerideos sdo
moléculas que devem estar ligadas a proteinas (lipoproteinas) para que possam sofrer acdo
enzimatica, liberar acidos graxos de cadeia longa e entrar na via do citrato para gerar colesterol
ao final. Sendo assim, comumente encontram-se elevados apds a ingestdo alimentar e/ou
mobilizacdo de gordura decorrente do catabolismo energético. Ambos podem justificar os
valores elevados dos triglicerideos observados neste experimento, jA que a glicose também
sofreu variagdo (Tab.5).

Tabela 5: Valores médios seguidos do desvio padrdo da concentragdo de glicose (mg/dL) de cédes higidos submetidos a auto-
hemoterapia menor (AHmM), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHMO3) ou insuflacéo retal de ozénio (IR).

Tempos*
Tratamento Zero 1 2
Colesterol total (mg/dL)-40-78 (Kaneko et al., 2000)
AHm 57,96+15,48Ab 58,80+10,22Bb 80,87+13,16Aa
AHmMO3 61,14+13,32Ab 67,01+7,60ABab 75,95+11,27Aa
IR 70,66+23,13Aa 82,42+10,89Aa 75,89+12,39Aa

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6 aplicagdo; T2-48h apds a 10° aplicagdo. Letras
maiusculas comparam resultados dentro das colunas e mintisculas dentro das linhas (p<0,05). Referéncia- 65-118 mg/dL(Kaneko et
al., 2000).

Como ocorreu reducdo nos niveis de proteina e albumina, podemos sugerir que o aumento da

glicemia pode ser uma compensagéo para disponibilizar energia, mas ndo podemos atribuir esse
aumento nem ao tratamento com Oz, nem com a via utilizada. Nenhum animal apresentou
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valores de glicemia acima do intervalo de referéncia, entretanto varios individuos apresentaram
valores abaixo (65-118 mg/dL- Kaneko et al., 2000). Pode-se questionar se os valores de
referéncia se aplicam aos animais nas condi¢c6es deste estudo, ou se a falta do controle do jejum
pode ter comprometido a variavel, ja que o menor valor observado foi de 37,8 mg/dL em um
animal clinicamente higido, sem restricdo alimentar, em uma variavel cujo coeficiente de
variacdo médio foi 21% (Fig.8).
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Fig.8: Glicose (mg/dL) de cédes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada
(AHmMO3) ou insuflacéo retal de ozdnio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 62 aplicacdo (T1) e 48h
apds a 10° aplicagéo (T2).

Segundo Gonzales et al. (2001), deve-se incluir no perfil bioquimico a determinacdo da
atividade das enzimas ALP, ALT e CK. No perfil bioguimico enziméatico do presente estudo,
além da ALP e ALT foram avaliadas a AST e a LDH (Tab.6)

Tabela 6: Valores médios seguidos do desvio padrao das atividades (U/L) de alanina (ALT) e aspartato (AST) aminotransferases,
fosfatase alcalina (ALP) e lactato desidrogenase (LDH) de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-
hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflacdo retal de ozénio (IR).

Tempos*
Tratamento Zero 1 2
ALT (U/L)- 21-102 (Kaneko et al., 2000)
AHmM 22,52+5,29ABa 9,55+2,68Ab 13,67+4,83Ab
AHmMO3 19,37+9,39Ba 12,93+6,31Ab 9,50+5,01Bb
IR 40,41+15,97Aa 18,56+10,51Ab 29,26+10,01Aa
AST (U/L)-23-66 (Kaneko et al., 2000)
AHm 38,40+5,36Aa 38,20+3,19Aa 35,85+5,48Aa
AHmMO3 39,79+4,69Aa 36,61+6,58Aa 36,01+3,76Aa
IR 45,85+3,08Aa 45,54+10,84Aa 31,99+14,12Ab
ALP (U/L)- 20-156 (Kaneko et al., 2000)
AHm 55,29+34,27Ba 53,06+26,18ABa 70,00+11,95Aa
AHmMO3 39,64+21,54Ba 44,69+30,67Ba 59,80+27,42Aa
IR 209,30+8,55Aa 248,98+299,70Aa 214,92+455,66Ab
LDH (U/L)- 0-236 (Kaneko et al., 2000)
AHmM 370,43+160,50Aa 331,04+98,92Aa 283,30+214,08Aa
AHmMO3 363,02+216,32Aa 254,18+156,46 Aa 343,05+280,38Aa
IR 620,73+250,26 Aa 354,00+201,18Aa 478,174331,61Aa

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6% aplicacdo; T2-48h ap6s a 10° aplicacdo. Letras
maitsculas comparam resultados dentro das colunas e mintisculas dentro das linhas (p<0,05).
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Na avaliagdo das concentragdes de AST nos tratamentos e tempos realizados nesse trabalho, foi
observada diferenca significativa no tempo 2 da IR em relagdo ao tempo zero do mesmo grupo
(Tab. 6 e Fig.9). Houve uma reducdo estatistica significativa na atividade da ALT em T1 dos
animais de todos os grupos, sendo que no IR essa diferenca deixou de existir em T2 (Fig.10).
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Fig.9: Concentragdo de aspartato aminotransferase-AST (U/L) de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-
hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflagdo retal de ozdnio (IR), - antes do inicio do tratamento (TO), imediatamente
antes da 6 aplicacdo (T1) e 48h apds a 10° aplicagdo (T2).
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Fig.10: Concentragdo de alanina aminotransferase-ALT (U/L) de cées higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-
hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflagdo retal de ozonio (IR), - antes do inicio do tratamento (TO), imediatamente
antes da 62 aplicagdo (T1) e 48h apds a 10° aplicagdo (T2).

Estudo realizado por Zaky e colaboradores (2011) demonstrou que a administracdo de Os por
via retal aumentou a oxigenagdo do sangue na veia porta e o metabolismo hepatico de

41




propanolol em individuos com cirrose, mostrando que essa via de aplicacdo do O3 tem efeitos
benéficos no figado, mas os resultados aqui apresentados ndo direcionam a mesma conclusédo
pois, 0s hepatdcitos estavam integros e os resultados foram estatisticamente iguais nos mesmos
tempos em diferentes tratamentos e se mantiveram dentro do intervalo de referéncia para a
espécie.

Por existirem isoenzimas distribuidas em diversos tecidos, 0 aumento da atividade da ALP pode
estar relacionado a inimeros fatores. Em doencas hepaticas, a ALP ¢é utilizada para diagnostico
de doengas colestaticas (Sanecki et al., 1993; Syakalima et al., 1997; Fernandez, 2007). Esta
variavel foi comprometida no presente experimento por uma conjuncdo de fatores. No TO s
foram mensuradas as atividades de dois animais do grupo IR, ambos apresentando aumento
significativo (198,11 e 223,83 U/L), enquanto no grupo AHMO3 um animal apresentou 3,22 e
outro 1,42 U/L e no grupo AH uma animal presentou 7,31U/L e houve uma parcela perdida. O
coeficiente de variacdo médio do analito foi 76,6%, 0 que comprometeu a analise estatistica.
Valores extremamente elevados foram observados no grupo IR, onde havia um animal com
hiperlipidemia e outro com hemoparasitose, ambas causas conhecidas de aumento expressivo na
atividade da ALP. Dessa forma, ndo foi possivel inferir nenhuma conclusdo a respeito dos
tratamentos para esta variavel.

A enzima LDH tem sua maior atividade no musculo esquelético e é muito utilizada para indicar
lesGes musculares decorrentes de miosite ou trauma (Milne et al., 1987; Center, 2007). Nédo
foram observadas diferencas estatisticas significativas nos valores dessa enzima, o que indica
que as aplicacOes de sangue autdlogo por via intra-muscular ndo causam lesdes significativas.

N&o foram encontrados artigos que descrevam os intervalos de normalidade para as enzimas do
perfil antioxidante em cdes. Na analise estatistica dos dados da SOD foram encontradas
diferencas significativas nos tratamentos com sangue aut6logo. No grupo AHm ocorreu reducdo
dos niveis dessa enzima no T1, mas no T2 houve um pequeno aumento, de forma que o valor
encontrado foi estatisticamente igual ao valor do TO. Apesar desse aumento, o mesmo valor
também ndo foi diferente do encontrado no T1, mas indica uma tendéncia de recuperacao ou até
de aumento. No grupo IR ndo foram observadas diferencas significativas (Fig.11).
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Fig.11: Concentragdo de superoxido dismutase-SOD (U/mL) de cdes higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-
hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflacéo retal de ozdnio (IR), - antes do inicio do tratamento (TO), imediatamente
antes da 62 aplicacéo (T1) e 48h ap6s a 10° aplicacdo (T2).
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Tabela 7: Valores médios seguidos do desvio padrao das atividades de superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-
Px) de cées higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflacdo retal
de oz6nio (IR).

Tempos*
Tratamento Zero 1 2
Superdxido dismutase (U/mL)
AHmM 3,38+0,39Aa 1,91+0,46Ab 2,47+0,80Aab
AHmMO3 3,09+0,33Aa 2,63+1,16Aab 2,11+0,61Ab
IR 3,00+0,62Aa 2,09+0,65Aa 2,52+0,63Aa
Glutationa peroxidase (U/L)
AHmM 333,45+12,77Ab 1495,22+231,29Aa 1475,03+270,70Aa
AHmMO3 324,79+39,60Ab 491,07+468,15Bb 1832,06+316,57Aa
IR 303,88+115,07Ab 1459,92+247,24Aa 1316,07+376,82Aa

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6% aplicacdo; T2-48h ap6s a 10° aplicacdo. Letras
mailsculas comparam resultados dentro das colunas e mindsculas dentro das linhas (p<0,05).

Ao final do experimento, em todos os grupos foram observados aumentos significativos na
concentracdo de GSH-px. Nos grupos AHm e IR esse aumento foi observado no T1 e se
manteve no T2. No grupo AHmMO3 houve uma tendéncia de aumento entre os tempos 0 e 1, mas
sem diferenca significativa entre eles, sendo observado acréscimo significativo no T2 (Fig.12).
Esses resultados corroboram com os trabalhos realizados com oxigénio-ozonioterapia retal, mas
nao confirma que o agente responsavel pelo aumento dessa enzima em tratamentos com sangue
autdlogo seja 0 Os.
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Fig.12: Concentragdo de Glutationa peroxidase -GSH-Px (U/L) de cées higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-
hemoterapia menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflagdo retal de ozénio (IR), - antes do inicio do tratamento (TO), imediatamente
antes da 62 aplicagdo (T1) e 48h apds a 10° aplicagdo (T2).

Dentre os metabdlitos analisados estdo incluidos acido drico, bilirrubina total, creatinina e uréia
(Tab.8). Os valores de bilirrubina total apresentaram diferenca significativa nos tempos zero e 1
entre o tratamento IR e os demais (Tab.7). A diferenca significativa encontrada entre os tempos
zero e 2 do grupo IR acompanhou a diminuicdo da lipemia nesses animais, o que justifica essa
diferenca. Provavelmente a causa dos valores acima do intervalo esteja relacionada a colestase
observada na hiperlipidemia de um dos cdes e a possibilidade de hemdlise devido a
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hemoparasitose diagnosticada no segundo cdo, que apresentaram atividade de ALP acima dos
intervalos para a espécie.

N&o foram encontrados trabalhos que referenciem os valores de normalidade do acido drico
para cdes. Os uratos, no entanto, devem estar entre 20-120 mg/dL, segundo (Kaneko et al.,
2000). Existem algumas evidéncias de que o &cido Urico tenha propriedades antioxidantes,
agindo contra radicais livres no sangue (Glantzounis et al., 2005), diminuindo a concentracdo de
radicais livres no soro de humanos saudaveis (Waring et al., 2001) e reduzindo o estresse
oxidativo em atletas (Hellsten et al., 2001; Chevion et al., 2003; Waring et al., 2003). A Unica
diferenca estatistica significativa observada para esta variavel foi entre grupos no T2, onde
animais do grupo IR apresentaram valores superiores aos demais.

lista

Tempos*
Tratamento Zero 1 2
Acido drico (mg/dL)
AHmM 4,27+3,51Aa 11,11+11,68Aa 3,67+1,29ABa
AHmMO3 7,49+11,58Aa 4,72+4,07Aa 3,20+2,52Ba
IR 9,47+6,94Aa 4,80+1,89Aa 11,89+7,90Aa
Bilirrubina total (mg/dL)- 0,1-0,5 (Kaneko et al., 2000)
AHm 0,38+0,16Ba 0,72+0,58ABa 0,21+0,12Aa
AHmMO3 0,71+0,59Ba 0,41+0,13Ba 0,39+0,13Aa
IR 1,77£0,73Aa 1,94+3,28Aab 0,82+0,65Ab
Uréia (mg/dL)- 21-60 (Kaneko et al., 2000)
AHm 43,00+8,76Aa 42,39+15,62Aa 31,97+2,53Aa
AHmMO3 38,93+7,55Aa 32,03+4,28ABa 36,47+10,21Aa
IR 40,29+10,73Aa 28,15+13,67Bb 36,71+13,66Aab
Creatinina (mg/dL)- 0,5-1,5 (Kaneko et al., 2000)

AHm 1,30£0,10Aa 1,25+0,17Aa 1,04+0,15Aa
AHmMO3 1,31+0,25Aa 1,22+0,14Aa 1,16+0,19Aa
IR 1,21+0,52Aa 1,03+0,25Aab 0,92+0,21Ab

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6 aplicagdo; T2-48h apds a 10° aplicagdo. Letras
maitsculas comparam resultados dentro das colunas e mintisculas dentro das linhas (p<0,05).

Trabalho realizado por Chen et al., (2008) demonstrou efeito positivo nos valores de uréia e
creatinina da aplicacdo retal profilatica de Os; em ratos posteriormente submetidos a processo de
isquemia e reperfusdo e Calunga et al., (2009) demonstraram o mesmo efeito benéfico, mas em
aplicacBGes apds a inducgdo de isquemia/reperfusdo. Morsy et al., (2010) observaram diminuicao
de ambos analitos em animais diabéticos submetidos a oxigénio-ozonioterapia retal. Outros
trabalhos (Demirbag et al., 2010; Morsy et al., 2010) também demonstraram reducao
significativa desses valores, mas a via utilizada foi a intraperitoneal. O mecanismo de a¢do do
O3 nesses casos ndo foi definido, mas acredita-se que ocorra diminui¢do do estresse oxidativo,
melhora da funcéo endotelial e reducdo da apoptose de células renais. No presente trabalho, nos
grupos de tratamento com Oz foi observada uma tendéncia a diminuigdo dos valores de uréia
(Tab.8), com diferenca significativa no T1 entre o grupo AHm e os grupos AHMO3 e IR.
Dentro dos grupos com Os houve diferencga significativa dos valores de uréia entre os tempos
zero e 1 e da creatinina entre os tempos zero e 2 na aplicacdo retal (Fig.13 e Fig.14).
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Fig.13: Concentracdo sérica de uréia (mg/dL) de cées higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia
menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflagdo retal de ozdnio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 62
aplicacdo (T1) e 48h ap6s a 10° aplicagéo (T2).
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Fig.14: Concentragdo sérica de creatinina (mg/dL) de cées higidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia
menor ozonizada (AHmMO3) ou insuflacdo retal de ozonio (IR), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da 6%
aplicacdo (T1) e 48h ap6s a 10° aplicagdo (T2).

A concentracdo de célcio sérica depende do pH, da concentragdo de albumina e da relacdo
acido-base do individuo, sendo regulada por um forte controle enddcrino desempenhado pelo
paratorménio (PTH). Uma das causas de diminuicdo da absor¢do do célcio no intestino € a
quantidade de proteina na dieta, ou seja, dietas hipoproteicas causam diminuicéo da absor¢do de
calcio (Gonzalez, 2000). Vérios animais apresentaram hipocalcemia (Tab.9), se comparados 0s
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resultados ao intervalo de referéncia para a espécie, provavelmente devido a interferéncia da
dieta e homeostase inter minerais, o que ndo foi avaliado no presente estudo. N&o houve
diferenca significativa entre grupos ou tempos, ndo havendo influéncia de nenhum dos
tratamentos sobre esta variavel.

Tabela 9: Valores médios seguidos do desvio padrdo das concentragdes de calcio (mg/dL) e magnésio (mmol/L) de cées higidos
submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHMO3) ou insuflagéo retal de ozénio (IR).

Tempos*
Tratamento Zero 1 2
Calcio (mg/dL)- 9,1-11,7 (Kaneko et al., 2000)
AHmM 7,28+1,26Aa 9,00+0,55Aa 9,22+1,19Aa
AHmMO3 8,36+0,63Aa 8,33+0,87Aa 10,93+6,86Aa
IR 8,37+1,05Aa 7,95+0,80Aa 9,10+0,76Aa
Magnésio (mmol/L)-1,6-2,4 (Kaneko et al., 2000)
AHmM 1,16+0,12Aa 1,29+0,13Aa 1,73+0,10Aa
AHmMO3 1,36+0,24Aa 1,24+0,15Aa 1,59+0,64Aa
IR 1,22+0,22Ab 1,07+0,26Ab 1,88+0,46Aa

*Tempo zero- antes do inicio do tratamento, T1- imediatamente antes da 6° aplicagcdo; T2-48h ap6s a 10° aplicacdo. Letras
maitsculas comparam resultados dentro das colunas e minusculas dentro das linhas (p<0,05).

Com relacdo as concentracdes de magnésio (Tab.9), foi observado aumento com diferenca
significativa apenas no tempo 2 do grupo IR. Os valores encontrados se mantiveram nos limites
de referéncia e ndo foram diferentes daqueles obtidos no mesmo tempo dos outros tratamentos,
0 que pode indicar que essa diferenca no tratamento IR ndo teria significado clinico. Como
ocorreu aumento significativo apenas no grupo IR, podemos sugerir que a IR de O3 facilitou a
absorc¢do intestinal de Mg, mas por mecanismo ainda desconhecido.

5. Conclustes
Nas condicdes em que este experimento foi realizado, pode-se concluir que:

e Oxigénio-ozonioterapia intra retal e auto-hemoterapia menor ozonizada alteram
parametros eritrocitarios em cées higidos;

e O o0zb6nio associado ao sangue em infusdo intramuscular, reduz a concentracdo de
monacitos e outros tipos celulares, sugerindo modulagdo do processo inflamatorio
inespecifico;

e A auto-hemoterapia ndo promove efeitos adversos em cées;

e A insuflacdo retal de oz6nio, bem como a auto-hemoterapia menor ozonizada reduz as
concentragdes séricas de albumina, proteinas totais e triglicerideos em cées higidos;

e Aplicacdes de ozoénio retal, intramuscular associado a sangue autélogo, ou apenas a
aplicacdo de sangue autologo por via intramuscular, causam aumento dos niveis de
GSH-Px;

e Ainsuflacdo retal de oz6nio altera mais parametros bioquimicos que a administragcéo de
sangue aut6logo ozonizado.
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ANEXO

Modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa: " EFEITO DA AUTO-HEMOTERAPIA
MENOR, AUTO-HEMOTERAPIA MENOR OZONIZADA E INSUFLACAO RETAL
DE 0OzZONIO SOBRE PARAMETROS HEMATIMETRICOS E BIOQUIMICOS DE
CAES HIGIDOS".

Vocé foi selecionado, pois seu cdo esta sadio, e sua participacdo nao € obrigatoria. A qualquer
momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nado trara
nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicdo.

Esse experimento estd sendo realizado pois existe a necessidade de buscarmos novas
alternativas que ajudem a melhorar a qualidade de vida dos animais, com poucos efeitos
colaterais.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em receber em seu domicilio a aluna de mestrado que
efetuard as coletas de sangue e o tratamento.

Os riscos relacionados com a participacdo do animal serdo discreta dor nos locais de colheita de
material, de aplicacdo do sangue e estresse por contencéo.

O procedimento a ser realizado em seu animal seré:

Grupo auto-hemoterapia: colheita simples de sangue venoso em trés momentos para
exames laboratoriais. Na qual seu animal sera contido e apds assepsia da pele, serd introduzida
uma agulha para a coleta de sangue a vacuo. Dez tratamentos com intervalos de 48 horas, que
consistirdo em colheita de 5 mL de sangue e aplicacdo intramuscular do mesmo.

[:]Grupo auto-hemoterapia ozonizada: colheita simples de sangue venoso em trés
momentos para exames laboratoriais. Na qual seu animal serd contido e apds assepsia da
pele, serd introduzida uma agulha para a coleta de sangue a vacuo. Dez tratamentos com
intervalos de 48 horas, que consistirdo em colheita de 5 mL de sangue, que sera tratado com
ozonio e aplicagdo intramuscular do mesmo.

C]Grupo insuflacdo retal: colheita simples de sangue venoso em trés momentos para
exames laboratoriais. Na qual seu animal sera contido e apds assepsia da pele, serd introduzida
uma agulha para a coleta de sangue a vacuo. Dez tratamentos com intervalos de 48 horas, que
consistirdo em aplicacéo retal de 0zonio por meio de sondagem. Seu animal seré contido e ap6s
passagem de sonda no reto, seréd insuflado volume menor ou igual a 60 mL. O volume sera
determinado pelo peso do animal.

Durante todo o experimento seu animal sera acompanhado pela pesquisadora e médicos
veterinarios responsaveis pelo caso.

O principal beneficio relacionado com a participacdo do seu animal é ajudar a trazer
informacfes importantes sobre um tratamento adjuvante para animais com diversos tipos de
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doencas,de forma que o conhecimento que seré construido a partir desta pesquisa possa auxiliar
os colegas médicos veterinarios durante a pratica médica.

As informacgdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participacéo.

Os dados informados serdo o nome do animal, idade, peso, sexo e aqueles gerados através da
pesquisa.

Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco institucional do
pesquisador principal e da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) , podendo tirar suas
davidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento. Os dados ndo serdo
divulgados de forma a possibilitar sua identificacao.

Fabiola de Oliveira Paes Leme

Escola de Veterinaria da UFMG - (31) 3409-2227
Av. Antonio Carlos, 6627 - Pampulha

31270-901 - BELO HORIZONTE - MG

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na pesquisa e
concordo em participar. Concordo na utilizacdo das fotos do animal na apresentacao da pesquisa
e possiveis publicagdes.

Sujeito da pesquisa
Escola de Veterinaria da UFMG

Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) - UFMG
Unidade Administrativa Il ( Prédio da FUNDEP )

Segundo Andar, Sala 2005
Av. Antonio Carlos, 6627 - Pampulha

31270-901 - BELO HORIZONTE - MG

TEL.: 31 3409-4516
Horéario de atendimento: de 9:00 as 12:00 e de 14:00 as 17:00
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