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RESUMO 

A consequência da aplicação do O3 medicinal é a formação de segundos mensageiros que 

provocam estresse oxidativo controlado, atuando sistemicamente na melhora da resposta 

antioxidante, imune e circulatória. Algumas das principais vias de administração da oxigênio-

ozonioterapia são a auto-hemoterapia e a insuflação retal. Um total de 21 cães hígidos foi 

dividido em três grupos: auto-hemoterapia menor/AHm (n=5), auto-hemoterapia menor 

ozonizada/AHmO3 (n=10) e insuflação retal/IR (n=6) - para cada grupo, foram mensurados e 

comparados os padrões hematológicos (eritro e leucograma), bioquímicos (albumina, proteínas 

totais, colesterol, triglicerídeos, glicose, trasaminases (AST e ALT), fosfatase alcalina, lactato 

desidrogenase, uréia, creatinina, bilirrubina total, ácido úrico, cálcio e magnésio) e enzimas 

antioxidantes (SOD e GSH-Px). Nos gruposAHmO3 e IR ocorreram alteração dos parâmetros 

eritrocitários e redução das concentrações séricas de albumina, proteínas totais e triglicerídeos. 

No grupo AHmO3 ocorreu, também redução da concentração de monócitos. O ozônio intra-retal 

altera mais parâmetros bioquímicos que a administração de sangue autólogo ozonizado. 

Aplicações de ozônio retal ou intramuscular - associado ou não a sangue autólogo - causam 

aumento da GSH-Px em cães hígidos. A administração de sangue autólogo via intramuscular, 

bem como sangue ozonizado não causam efeitos colaterais adversos em cães. 

 

Palavras- chave:  antioxidantes, auto-hemoterapia, hematologia, O3. 
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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/AHmO3 

(n=10) and rectal ozone insufflation/RI (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 

AHmO3 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, O3. 
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1. Introdução  

Os primeiros relatos da oxigênio-ozonioterapia datam do início do século passado, quando esse 
gás foi usado de forma empírica 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 alterações circulatórias de 
humanos. Na Medicina Veterinária seu uso é mais recente, mas é uma técnica que vem 

ganhando novos adeptos e gerado novas pesquisas (ABOZ, 2013). 

Dentre situações em que o ozônio (O3) é indicado terapeuticamente encontram-se: doenças 

isquêmicas avançadas, osteoartrose, osteomielite, abscessos com fístula, feridas infectadas, 

úlceras de decúbito, úlceras crônicas, queimaduras, fibromialgia, infecções crônicas da cavidade 
oral, doenças infecciosas agudas e crônicas, hérnia de disco intervertebral, doenças neuro-

degenerativas, tumores, giardíase e alergias (ISCO3, 2010; Bocci et al., 2011).  

Duas das principais vias de administração da oxigênio-ozonioterapia são a auto-hemoterapia 

maior e menor ozonizadas, que consiste na ozonização extra corpórea do sangue e posterior 

aplicação pelas vias intramuscular ou endovenosa (Hensler et al., 2009; Viebahn-Hänsler et al., 

2012). Outra via bastante utilizada, por ser de fácil manejo, de baixo custo e gerar bons 
resultados, é a insuflação retal (IR). Segundo Rodekohr e Kübler (2009), a aplicação de O3 por 

via retal pode ter os mesmos efeitos que aplicações sistêmicas. 

A ação esperada do O3 medicinal, quando administrado por essas vias, é a formação de 

segundos mensageiros que provocam estresse oxidativo controlado, atuando sistemicamente na 

melhora da resposta antioxidante, imune e circulatória (Viebahn-Hänsler et al., 2012).  

Elucidar as formas de como a oxigênio-ozonioterapia funciona e como atua in vivo justifica a 
realização do presente trabalho, no qual foi comparado o efeito da auto-hemoterapia (AHm)  e 

de duas técnicas de aplicação do O3 medicinal, em cães sadios: auto-hemoterapia menor 

ozonizada (AHmO3) e IR, utilizando como variáveis o perfil hematológico, bioquímico e as 

enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px).  

 

2. Revisão de literatura 

 

2.1 Estresse oxidativo 

 

Apesar da necessidade de oxigênio (O2) para sobreviver, os tecidos biológicos de organismos 
aeróbicos, se expostos a altas doses desse gás, sofrem danos. A causa é atribuída às espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ERNs) que inativam enzimas antioxidantes 

diretamente ou as exaurem e levam a lesões celulares. Segundo Gutteridge e Halliwell (1996) as 
principais espécies reativas são o ânion superóxido (•O-

2), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o 

radical hidroxila (OH•) e o óxido nítrico (NO•).  

As EROs podem ser de origem endógena ou exógena. As principais fontes endógenas provêm 

de doenças em geral, da ação de enzimas como a cicloxigenase e lipoxigenase e de células como 

fagócitos e outros leucócitos, todos gerados no processo inflamatório como resposta 
inespecífica e extremamente comum a diversas enfermidades. As fontes exógenas são 
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principalmente produtos químicos como praguicidas, poluentes e ácidos graxos poli-insaturados 
(Monteiro, 2006).  

As reações promovidas pelos radicais livres com biomoléculas podem causar danos, muitas 
vezes irreversíveis, sendo que o mais grave é o que ocorre no material genético. Após a quebra 

do DNA pode haver rearranjo das bases e consequente mutação, o que poderá desencadear um 

processo oncogênico (Halliwell e Aruoma, 1991; Barreiros e David, 2006). Podem ocorrer, 

também, alterações nas atividades enzimáticas e no transporte através de membrana, 
provocando morte celular. No sangue, a oxidação de lipídios desencadeia processo inflamatório 

nas paredes de vasos (artérias e veias), induzindo o acúmulo desses lipídios e formação de 

placas ateroscleróticas (Barreiros e David, 2006).  

O •O-
2 é formado in vivo por diferentes vias. A principal delas é a cadeia transportadora de 

elétrons nas mitocôndrias e quanto maior a concentração de O2, maior será a produção desse 
ânion. Outra via ocorre em alguns leucócitos ativados (monócitos/macrófagos, neutrófilos, 

eosinófilos) e é um importante mecanismo de inativação de microrganismos. O H2O2 é formado 

pela reação 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 é inativada por catalases e peroxidases como a GSH-Px (Barreiros 

e David, 2006). Os OH• reagem, mesmo em pequenas concentrações, com todas as moléculas 

encontradas in vivo. São formados no organismo a partir da reação de H2O2 com metais de 
transição (principalmente Cu++ e Fe2+) e homólise de água por exposição à radiação ionizante. 

Os OH• são os principais responsáveis por quebrar DNA, RNA, proteínas, lipídios e membranas 

celulares do núcleo e mitocôndrias (Gutteridge e Halliwell, 1996). Além disso, ao reagirem com 
aminoácidos de enzimas, podem levar a perda de atividade enzimática, 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 fagócitos. É uma importante molécula 
efetora contra microrganismos em macrófagos e apresenta função citotóxica em células 

tumorais (Jorens et al., 1995). Tem potente efeito vasodilatador e, em conjunto com o •O-
2, é 

responsável pelo controle do tônus de vasos que possuem camada muscular. Apesar de efeitos 

fisiológicos importantes, se produzido em excesso, leva a dano e morte celulares (Gutteridge e 
Halliwell, 1996).  

2.2 Peroxidação lipídica 

O •O-
2 é um metabólito com importantes papéis na sinalização de processos de divisão celular, 

quando produzido em quantidades corretas. Entretanto, ao ser produzido em grandes 

quantidades, pode iniciar a peroxidação lipídica, oxidação protéica e causar danos ao DNA, o 

que leva à disfunção celular, morte por apoptose ou necrose (McCord e Edeas, 2005).  

A peroxidação lipídica é definida como a deterioração de lipídeos que contém duas ou mais 

ligações duplas de carbono. O principal alvo das EROs na peroxidação são os ácidos graxos 

poli-insaturados das membranas lipídicas e os principais produtos da peroxidação (POLs) são o 
malondialdeído e os hidroperóxidos. Os níveis desses produtos são 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 gás ozônio  

 

A molécula de O3 é composta por três átomos de oxigênio em uma estrutura cíclica e é 

encontrada na forma de gás. A formação de O3 medicinal ocorre a partir da passagem de O2 
puro por um gerador. Esse O2 recebe uma descarga de alta voltagem de acordo com a reação: 3 

O2 + 68,400 cal → 2 O3 

O O3 é 10 vezes mais solúvel em água que o O2, é o terceiro oxidante mais potente depois do 

flúor e do persulfato. É uma molécula muito instável, com meia-vida de 40 minutos à 20ºC 
(Bocci, 2004a) e um gás controverso, pois, ao mesmo tempo em que está presente na 

estratosfera, bloqueando as radiações ultravioletas e protegendo os organismos vivos dessas 

radiações, é tóxico se inalado cronicamente e/ou em altas concentrações (Bocci et al., 2011). 

2.4 Vias de administração do ozônio medicinal 

As vias para o uso do O3 medicinal são variadas. Aplicações locais são utilizadas na 

odontologia, em cáries e infecções da raiz dentária (Almaz e Sonmez, 2013; Halbauer et al., 
2013, Shilpa Reddy et al., 2013) e em feridas infeccionadas (Shah et al., 2011). Um método de 

ozonização extracorpórea é a auto-hemoterapia maior e menor, na qual o sangue é misturado ao 

O3 e novamente injetado no paciente (Hensler et al., 2009; Foglieni et al., 2011; Borrelli et al., 
2012; Viebahn-Hänsler et al., 2012). Outras vias utilizadas em humanos são, retal (Leon et al., 

1998; Barber et al., 1999; Al-Dalai et al., 2001; Leon Fernandez et al., 2008; Fernández 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 crônica e fístulas. A partir de então, essa técnica começou a ser 

amplamente utilizada por ser de fácil aplicação e baixo custo. 

Calunga e colaboradores (2009) demonstraram que a aplicação de O3 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 

oxigenação do sangue na veia porta e melhor resposta hepática após administração de O3 por 
essa via (Zaky et al., 2011). Martínez-Sánchez et al. (2005) demonstraram que, em humanos 

com diabetes tipo II, o O3 intra-retal melhorou o índice glicêmico, diminuiu a resistência 

periférica à insulina e preveniu o estresse oxidativo associado à doença. Na prática clínica, Metz 
(2010) relatou melhora no caso de um cão Basset de onze anos acometido por uma hérnia de 

disco e, após tratamentos com as terapias convencionais, que não surtiram o efeito desejado, 

passou por aplicação retal de O3, demonstrando o efeito anti-inflamatório sistêmico do O3 por 
via retal.  

Por outro lado, Bocci e colaboradores (2012) questionaram a eficácia e segurança da IR de O3. 

Segundo esses autores, a IR é muito utilizada pois apresenta baixo custo, mas a padronização da 

técnica é difícil de ser determinada. Alguns fatores como quantidade de material fecal no reto e 
a ocorrência de flatulência durante a aplicação invalida a técnica pois não é possível garantir 

que a dose aplicada seja realmente absorvida. Argumentam, ainda, que mesmo com empecilhos, 

caso ocorra algum resíduo de O3, esse será neutralizado pelo glicocálix e mucoproteínas da 
membrana das células da mucosa. Assim, apenas pequena quantidade de segundos mensageiros 
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do O3 como POLs será absorvida e todo o H2O2 será reduzido, o que não promove a ação 
esperada da oxigênio-ozonioterapia.  

Na Medicina, relatos sobre a aplicação da auto-hemoterapia em casos de pneumonia, 

furunculose, bronquite, eczemas e urticárias são descritos desde o final do século XIX 

(Mettenleiter, 1936). Alguns estudos em humanos demonstraram resultados positivos do 
tratamento com sangue autólogo em doenças como herpes-zóster (Olwin et al., 1997) e refluxo 

vesico-ureteral em crianças (Paradysz et al., 1998). Por outro lado, Schirmer e colaboradores 

(2000) não encontraram diferenças significativas em resultados de pacientes com espondilite 
anquilosante, enquanto Hensler e colaboradores (2009), não 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 ozonização e reinfusão endovenosa (Bocci, 2006). Já a auto-
hemoterapia menor ozonizada é o procedimento no qual é retirada pequena quantidade de 

sangue que é misturada ao O3 e reinfundida por via intramuscular (Viebahn-Hänsler et al., 

2012). Em animais de laboratório, Foglieni et al. (2011) demonstraram resposta positiva após 
isquemia renal. Na Medicina Veterinária, foi demonstrada a eficácia da auto-hemoterapia em 

pontos de acupuntura como agente analgésico e anti-inflamatório no pós operatório de castração 

de cavalos (Escodro et al., 2012), em bovinos com papilomatose (Da Silva et al., 1998) e em 
cães com tumor venéreo transmissível (Drumond et al., 2013).  

2.5 Resposta antioxidante e ação sistêmica do ozônio 

Para se proteger das EROs e ERNs, o organismo produz enzimas e possui micromoléculas 

endógenas e exógenas que têm efeito antioxidante. Os três sistemas enzimáticos antioxidantes 

conhecidos são:  enzimas SOD, que catalisam a destruição do •O-
2, convertendo-o em O2 e 

H2O2; sistema formado pela catalase (CAT), que atua na dismutação do  H2O2 em O2 e água, e 

pela glutationa (GSH) em conjunto com duas enzimas, GSH-Px e glutationa redutase GSH-Rd. 

Esse conjunto também catalisa a dismutação do H2O2 em O2 e água e são a primeira linha de 
defesa celular contra a ação tóxica de radicais livres (Barreiros e David, 2006; Gizzi et al., 

2011). Dentre as micromoléculas com efeito antioxidante estão os carotenóides, bilirrubina, 

ubiquinona, albumina, ácido úrico e compostos lipofílicos. Outras mais importantes são os 
tocoferóis (vitamina E) e o ácido ascórbico ou vitamina C (Barreiros e David, 2006). 

No sangue, os eritrócitos possuem reservas de GSH, tioredoxina, CAT, GSH-Px, GSH-Rd e 
SOD. Todo esse sistema antioxidante age em conjunto para acelerar a redução de oxidantes 

nocivos (Bocci et al., 2011). 

Após cinco minutos, em uma mistura de sangue com O3 e O2, os valores da pressão de oxigênio 

(pO2) sobem de 40mmHg até 500mmHg e permanecem estáveis. Devido a suas características 
físico-químicas, assim que entra em contato com fluídos corporais, o O3 reage com ácidos 

graxos poli-insaturados e substâncias antioxidantes. Dependendo da dose, carboidratos, 

enzimas, DNA e RNA também podem ser afetados. Ao reagir com esses compostos, EROs e os 
POLs são formados. Ambos agem como mensageiros do O3 e são os responsáveis pelos efeitos 

terapêuticos e biológicos. As EROs agem imediatamente após sua formação e os POLs são 

distribuídos via circulação sanguínea, agindo como mensageiros de longa duração (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, o 

objetivo da oxigênio-ozonioterapia é provocar estresse oxidativo transitório e controlado para 

que a produção dos mensageiros do O3 causem, apenas benefícios (Hernández, 2007). 

As EROs são o ânion •O-
2, peróxido de hidrogênio H2O2, o OH•, o oxigênio singleto 

(1O2)(Bocci, 1996a). O H2O2 é uma das EROs mais importantes. Ele se difunde do plasma para 
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diferentes células onde participa de vias bioquímicas, o que resultará em efeitos biológicos 
tardios como, por exemplo, o estímulo da produção de SOD, GSH-Px, GSH-Rd e CAT (León et 

al.,1998; Bocci, 2004a; Bocci et al., 2011). 

O O3 aumenta a taxa de glicólise do eritrócito e abaixa o pH sanguíneo. Isso estimula o aumento 

da concentração do 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) que é responsável pelo enfraquecimento da 
ligação entre o O2 e a hemoglobina (Hb), permitindo que o O2 seja liberado sob menor pressão. 

Assim, ocorre melhor oxigenação em tecidos isquêmicos (Bateman et al., 2003; Bocci et al., 

2011).  

A ação do O3 está associada à elevação da proteção antioxidante em doenças que levam a esse 

desequilíbrio como septicemia (Schulz et al., 2003; Madej et al., 2007), cistite (Tasdemir et al., 

2013), artrite reumatóide (Vaillant et al., 2013), diabetes (Al-Dalain et al., 2001), enterocolite 
necrosante (Guven et al., 2009), alterações renais (Barber et al., 1999), hepáticas (Leon 

Fernandez et al., 2008; Gul et al., 2012), pulmonares (Leon et al., 1998; Bakkal et al., 2013) e 

queimaduras esofágicas (Guven et al., 2008). Além de lesões de reperfusão nos rins (Fernández 

Iglesias et al., 2011), ovários (Uysal et al., 2012) e fígado (Aslan et al., 2012). Sua atividade é 
demonstrada nos órgãos alvo através da elevação 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).  

Após algumas aplicações de O3 pode ocorrer tolerância ao O3. Doses sub-micromolares de 

POLs presentes no sangue ozonizado atingem a medula óssea e podem estimular a produção de 
enzimas antioxidantes no local e até mesmo melhorar o sistema antioxidante de eritrócitos que 

serão formados (León et al.,1998; Bocci, 2004b; Bocci et al., 2011).  

2.6 O ozônio como imunomodulador 

Apesar dos efeitos bactericida, fungicida e viricida, o O3 e seus mensageiros, não são capazes de 
atingir microrganismos in vivo, pois, a dose indicada para uso sistêmico não é suficiente para 

atingi-los sem causar dano tecidual e estresse oxidativo exacerbado (Bocci, 2004b). Entretanto, 

além do estímulo antioxidante, o O3 também estimula a resposta imune (Sagai e Bocci, 2011). 

Por esse motivo, estudos foram realizados para avaliar as aplicações sistêmicas de O3 e suas 
implicações na resposta imune de humanos e animais.  Foi demonstrado que a exposição ao O3 

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 diferenças entre resultados ocorrem por diferentes motivos que 

vão desde as espécies animais usadas nos experimentos, doses, vias de administração e até os 

desenhos experimentais usados (Jakab et al., 1995; Bocci, 2004a). As dosagens são as variáveis 
com maior importância para essas diferenças e foi demonstrado que baixas doses de O3 são 

capazes de induzir a resposta imune enquanto altas doses a inibem (Bocci, 1996b). 

Fujimaki et al., (1984) constataram que o O3, quando inalado, diminui a expressão de anticorpos 

e as funções de linfócitos T no baço e timo de camundongos BALB/c, gerando um efeito 

imunossupressor. Esses resultados ajudaram a comprovar que o O3 é tóxico para o epitélio 

respiratório e que esse gás não deve ser administrado pela via inalatória.  Hoje, de acordo com 
as recomendações do Comitê Científico Internacional de Ozonioterapia (ISCO3), a via 

inalatória é a única totalmente proibida e, além disso, existem regras de segurança para a 

aplicação por outras vias a fim de se evitar inalação de qualquer quantidade de O3 em qualquer 
concentração (ISCO3, 2010). A influência do O3 sobre o sistema imune já foi documentada após 
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o uso por IR (Guven et al., 2009) e por via intraperitoneal (Schulz et al., 2003; Bakkal et al., 
2013). 

Os mensageiros do O3, em particular o H2O2, agem no citoplasma de células mononucleares do 

sistema imune ativando o NF- κB que é responsável pela transcrição de genes responsáveis pela 

produção de citocinas (Bocci e Paulesu, 1990; Valacchi e Bocci, 2000; Bocci, 2004a). As 
citocinas são proteínas que estimulam receptores celulares e são responsáveis por mediar e 

regular vários aspectos, tanto da resposta imune inata e adaptativa, quanto da hematopoese. São 

liberadas em pequenas doses e podem atuar em vários tipos celulares, ter ações redundantes, 

sinérgicas, antagonistas ou induzir cascatas (Kindt et al., 2007; Abbas et al., 2011). Podem 
estimular a proliferação e ativação de células imunocompetentes, produção de imunoglobulinas, 

leucotrienos e prostaglandinas (Seidler et al., 2008). 

Em infecções graves, o fator de necrose tumoral (TNF) é produzido em grandes quantidades e 
induz efeitos sistêmicos maléficos como redução da pressão arterial, trombose intravascular, 

catabolismo de tecido muscular e adiposo. No choque séptico, provocado por 

lipopolissacarídeos (LPS) de bactérias gram-negativas ou pelo ácido lipoteicoico de bactérias 

gram-positivas, ocorre colapso vascular, coagulação intravascular disseminada e alterações 
metabólicas. Todas essas complicações acontecem por aumento da produção de TNF e outras 

citocinas (Abbas et al., 2011). Zamora et al. (2005) demonstraram que, após a administração de 

LPS intraperitoneal em camundongos, ocorreu diminuição da liberação de TNF-α em animais 
que foram adaptados ao estresse oxidativo com O3 nos cinco dias anteriores a inoculação do 

antígeno, diminuindo assim os efeitos do choque séptico. Outros autores demonstraram os 

mesmos efeitos nos tecidos alvo (Leon Fernandez et al., 2008;  Vaillant et  al., 2013) e no 

líquido peritoneal (Uysal et al., 2012). Houve também uma diminuição na concentração da 
interleucina-1β (IL-1β) no soro de animais tratados com insuflação peritoneal de O3 (Bakkal et 

al., 2013).  

Se, por um lado, o O3 pode inibir a produção exagerada de TNF-α, por outro pode estimular a 
produção de outras citocinas que estão relacionadas à sinalização entre células do sistema 

imune. Bocci e colaboradores em 2005 demonstraram que o tratamento com O3 pode induzir a 

liberação dessas citocinas que agirão de forma benéfica. As citocinas identificadas foram alguns 

interferons (IFN-α, IFN-β e IFN-γ) 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 após a exposição de sangue humano ao O3 houve aumento significativo na liberação de 

Interleucina 8 (IL-8), uma citocina quimiotática que atrai leucócitos para o foco da inflamação. 
Eles então concluíram que esse resultado indicaria a possibilidade do uso do O3 como adjuvante 

no tratamento de doenças virais crônicas em pacientes imunossuprimidos. Bocci (1996b) 

sugeriu que a aplicação de auto-hemoterapia ozonizada em pacientes na fase inicial da infecção 

pelo vírus da imunodeficiência humana pode evitar a falência do sistema imune, o que é 
frequentemente observado nesses pacientes devido à alta liberação de algumas citocinas. 
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2.7 Toxicidade do ozônio e contraindicações da oxigênio-ozonioterapia 

A dosagem para aplicação do O3 respeita, na maioria das vezes, o conceito de hormese, que é 

utilizado para agentes que provocam o efeito benéfico quando o organismo é submetido à baixas 
doses e, ao mesmo tempo, se administrado em doses mais altas provoca efeito inibitório 

(Goldman, 1996). Esse conceito no caso do O3 não é totalmente aplicável, pois em alguns casos 

o uso de doses mais elevadas pode levar a uma resposta satisfatória, mas com efeitos colaterais 
(Bocci et al., 2011). 

Ao lado dos efeitos terapêuticos desejados, o O3 é conhecido por seus efeitos tóxicos aos 
pulmões (Mudway e Kelly, 2000; Al-Hegelan et al., 2011). A esses efeitos estão associados o 

aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-β e IL-6 (Li et al., 2011) e 

o recrutamento de células como neutrófilos e macrófagos alveolares ao tecido pulmonar (Li et 
al., 2013). Devido a esses processos inflamatórios, o O3 é associado a diferentes doenças, como 

asma e doença pulmonar obstrutiva crônica (Khatri et al., 2009; Halonen et al., 2010). 

Bocci (2005) contraindica a oxigênio-ozonioterapia no terço inicial da gestação e, em casos de 

hipertireoidismo ou diabetes não controlados. Outras desordens celulares que contraindicam o 

tratamento com ozônio são a trombocitopenia e a anemia severa, especialmente em pacientes 
que apresentem deficiência da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase. O mesmo autor ainda 

menciona a contraindicação para pacientes tratados com inibidores da enzima conversora de 

angiotensina.  

2.8 Hematologia  

Os componentes celulares do sangue podem refletir, precocemente, alterações sistêmicas, ou 

mesmo respostas locais do organismo (Kaneko et al., 2000), dessa forma o hemograma é 
indiscutível na prática médica, tanto para o diagnóstico quanto acompanhamento clínico de uma 

enfermidade (Jain, 1993). Sua fácil e rápida realização o tornam um dos exames mais 

frequentemente realizados no laboratório clínico, sendo considerado um exame de primeira 

linha (Stockham e Scott, 2008). O hemograma consiste na determinação das concentrações das 
séries eritrocitária, leucocitária e plaquetária do sangue, na avaliação da morfologia dessas 

células e na mensuração da proteína total plasmática (PTP). É uma ferramenta utilizada como 

apoio para o diagnóstico e acompanhamento do tratamento de diversas enfermidades (Barger, 
2003; Bossa-Miranda, 2012).  

A contagem das hemácias, o volume globular (VG), a concentração de Hb, o volume celular 
médio (VCM), a concentração de Hb corpuscular média (CHCM), valores da Hb corpuscular 

média (HCM) e PTP compõem o eritrograma. O esfregaço sanguíneo proporciona informações 

adicionais sobre a morfologia das hemácias. O volume celular médio (VCM) indica a média de 
tamanho das hemácias e, com os valores da concentração de Hb corpuscular média (CHCM) e 

da Hb corpuscular média (HCM), é utilizado para a classificação morfológica das anemias. A 

destruição das hemácias leva a um aumento dos valores de CHCM e/ou HCM e também 
diminuição do VG, possibilitando a avaliação da ocorrência de hemólise in vivo ou in vitro 

(Barger, 2003).  

A interpretação do leucograma inclui a contagem total e diferencial de leucócitos. Monócitos, 

basófilos, linfócitos, eosinófilos e neutrófilos segmentados ou bastonetes podem ser observados 

em esfregaços, entre outras células nucleadas, além da morfologia dessas células. Também é 
parte fundamental da prática clínica, pois fornece informações importantes sobre processos 
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patológicos diversos (Jain, 1993). O aumento do número de leucócitos é denominado 
leucocitose, enquanto que a diminuição é denominada leucopenia. A contagem diferencial 

auxilia na determinação das causas de leucocitose ou leucopenia, indicando ocorrência de 

processos inflamatórios, infecciosos e neoplásicos, além de estresse, excitação e 

hipersensibilidade (Barger, 2003).  

2.9. Perfil bioquímico 

O perfil bioquímico sérico de cães é utilizado na avaliação clínica laboratorial e oferece 

informações importantes sobre o estado geral do animal, diagnóstico e prognóstico quando 

analisado com o histórico, outros exames laboratoriais e clínicos do animal (González et al., 

2001). Alguns analitos informam alterações ocorridas após tratamentos e são de grande valia na 
pesquisa. Dentre os analitos que compõem o perfil bioquímico de rotina, na maioria dos 

laboratórios, encontram-se: glicose, colesterol, PTP, albumina, globulinas, uréia, bilirrubina, 

creatinina, fosfatase alcalina (ALP), aspartato (AST) e alanina aminotransferase (ALT), creatina 
quinase (CK), cálcio, fósforo e magnésio (González et al., 2001). 

2.9.1 Enzimas séricas e antioxidantes 

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima importante no metabolismo de aminoácidos e 

na gliconeogênese. É encontrada principalmente no fígado, mas também tem atividade nos rins, 

coração, músculo, pâncreas, gordura e cérebro (Center, 2007; Miyazaki, 2009) e tem meia vida 
de 60 horas (Dial, 1995). No fígado, sua concentração é mais elevada nos hepatócitos 

periportais (Center, 2007).  

A ALT possui duas isoenzimas (ALT-1 e 2). A ALT-1 está presente principalmente no fígado, 

mas também é encontrada no músculo esquelético. A ALT2 é encontrada primariamente no 
músculo esquelético (Miyazaki, 2009). O aumento da ALT no soro pode sugerir lesão hepática, 

mas não deve ser utilizada como único indicador dessa lesão, pois outros parâmetros 

bioquímicos são necessários para a determinação de injúria celular significativa (Hosoya et al., 
2009). A AST é uma enzima  predominantemente hepática, com meia vida de 12 horas (Dial, 

1995), mas, assim como a ALT também está presente em outros órgãos como rins, coração, 

músculo esquelético, cérebro, intestino delgado, baço, além das hemácias. No fígado, concentra-

se principalmente em hepatócitos da região periacinar. Nas células, as isoenzimas da AST estão 
presentes no citosol e mitocôndrias e estão relacionadas à degradação e biossíntese de 

aminoácidos (Center, 2007).  

Apesar da mensuração dessa enzima ser mais utilizada para avaliar o perfil hepático, sua 

elevação também indica hemólise, uma vez que uma isoenzima está presente nas células 
vermelhas do sangue (Nsiah et al., 2011; Elrouf et al., 2013). 
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O grupo da ALP possui inúmeras isoenzimas distribuídas em vários tecidos do organismo 
como, por exemplo, no fígado, intestino, rins, glândulas mamárias, ossos e placenta (Fukui et 

al., 2003; Fernandez e Kidney, 2007). Em doenças hepáticas, a ALP é um marcador bioquímico 

importante utilizado para diagnóstico de doenças colestáticas, mas por existirem isoenzimas 

distribuídas em diversos tecidos, o aumento de sua atividade no soro pode estar relacionado a 
outros fatores tais como, gestação, lactação, dietas ricas em gordura, alterações ósseas ou 

endócrinas 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 glicocorticóides (Fernandez, 2007). 

A LDH é uma enzima presente no citosol das células que catalisa a reação reversível entre 
piruvato e lactato na via glicolítica (Walter et al., 2007). Cada tecido tem sua isoenzima 

característica, que também varia entre as espécies animais (Washizu et al., 2002; Arai et al., 

2003). Sua maior atividade é no músculo esquelético, seguido pelo cardíaco, rins, mucosa do 

intestino delgado, pulmões, pâncreas e ossos. No soro sanguíneo, aparentemente, a maior fonte 
de LDH é hepática. Níveis elevados de LDH no soro são vistos em animais com necrose ou 

inflamação hepáticas, miosite ou trauma muscular e linfossarcoma (Milne et al., 1987; Center, 

2007). A LDH também tem sido utilizada como marcador de hemólise intravascular associada a 
outros analitos como AST e bilirrubina (Tabbara, 1992; Kato et al., 2006). 

A GSH-Px é uma proteína de 80kDa composta por quatro subunidades idênticas. Em 
mamíferos, existem cinco isoformas bem definidas dessa enzima (Leonel et al., 2014).  Sua 

função antioxidante se baseia em reduzir H2O2 e outros hidroperóxidos a água e álcool, 

respectivamente (Gizi et al., 2011). 

No citoplasma das hemácias, a GSH-Px e a CAT reagem com o H2O2, mas somente a GSH-Px 

atua nos POLs (Horton e Fairhurst, 1987; Nagababu et al., 2003). Em casos de deficiência de 
selênio ou estresse oxidativo exacerbado como o que ocorre em anemias, diabetes, doenças 

inflamatórias, neurodegenerativas, lesões de reperfusão ou neoplasias, ocorre uma redução  dos 

níveis de GSH-Px (Townsend, 2003; McCord e Edeas, 2005 ).  

A SOD faz parte de uma família de enzimas que catalisam a dismutação do O2•- a H2O2 e O2. 

Atua com o sistema GSH-Rd:GSH-Px na proteção celular contra o O2 e suas espécies reativas 
(McCord e Edeas, 2005; Omobowale, 2014). O O2•- e a ação da SOD tem relação com vários 

processos patológicos que envolvem o estresse oxidativo, como doenças inflamatórias (Babior 

et al., 1973; Salin e McCord, 1975), lesões de isquemia/reperfusão (Cerchiari et al., 1987), 

doenças degenerativas (Reiter, 1995), diabetes (Maritim e Sanders, 2003), câncer (Church et al. 
2003) entre outras. A ação da SOD nesses casos é de grande importância mas, em condições nas 

quais o catabolismo do H2O2 está comprometido, pode elevar o estresse oxidativo por gerar 

mais peróxido que não será catabolizado (Scott et al, 1989).  

2.9.2 Metabólitos 

O ácido úrico é o produto final do metabolismo das purinas em humanos e primatas e, em cães, 

é metabolizado a alantoína através de sua descarboxilação pela enzima uricase. A alantoína é 

então excretada pelos rins (Kruger e Osborne, 1986; Strazzullo e Puig, 2007; Hill et al., 2011).  
Existem algumas evidências de que o ácido úrico tenha propriedades antioxidantes, agindo 

contra radicais livres no sangue (Glantzounis et al., 2005). Estudos em humanos demonstraram 

que a administração endovenosa de ácido úrico em indivíduos saudáveis diminuiu a 
concentração de radicais livres no soro (Waring et al., 2001) e reduziu o estresse oxidativo em 
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atletas submetidos ao exercício físico agudo (Hellsten et al., 2001; Chevion et al., 2003; Waring 
et al., 2003).  

Apesar dos cães apresentarem concentrações (6-120µmol/L) muito abaixo daquelas vistas em 

humanos devido à conversão para alantoína, o ácido úrico é utilizado como marcador da 

capacidade antioxidante nesses animais, e só se encontra elevado em distúrbios hepáticos e 

insuficiência renal (Felice et al., 1990; Bartger, 2004; Stowe et al., 2006; Hesta et al., 2009) e 
mesmo assim não é utilizado nas avaliações de função hepática pois, apresenta baixas 

sensibilidade e especificidade (Hill et al., 2011).   

Na rotina clínica o aumento da bilirrubina total sérica pode indicar lesão hepatocelular (Dial, 

1995), hemólise ou obstrução de ductos hepáticos. Em casos de hemólise, a hiperbilirrubinemia 
é chamada de pré-hepática e se ocorre obstrução de ductos, é tida como pós-hepática. Quando 

ocorrem doenças hepáticas devido à diminuição da conjugação da bilirrubina livre e/ou retirada 

dessa da corrente sanguínea, é conhecida como hepática (Rothuizen et al., 1992, Kundur et al., 
2015). 

Em cães com hepatite crônica idiopática, o aumento da bilirrubina total indica prognóstico 

negativo, assim como em humanos (Gómez-Selgas et al., 2014). Já foi demonstrado que a 

bilirrubina tem ações antioxidante, anti-mutagênica, imunomoduladora, inibidora de plaquetas 

e, possivelmente, atua na redução de lipídeos séricos (Neuzil e Stocker, 1994; Jangi et al., 2013; 
Kundur et al., 2015).   

A ureia é formada no fígado a partir da amônia que, normalmente, é proveniente do catabolismo 

protéico. Assim, a ingestão e o catabolismo de proteínas e aminoácidos influenciam diretamente 

nas concentrações séricas de ureia. Em humanos, algumas das causas do aumento da ureia são: 
hemorragia intestinal, febre, queimaduras,  infecções, inanição, administração de corticóides e 

tetraciclina. Alguns elementos responsáveis pela diminuição desse analito são a menor ingestão 

de proteínas, uso de esteróides anabolizantes e insuficiência hepática. Na insuficiência renal 
aguda, o equilíbrio ácido-base influencia na concentração de ureia. Animais com pH sanguíneo 

mais próximo do básico apresentam concentrações mais baixas de ureia. 

A ureia é predominantemente excretada pelos rins, mas existe alguma excreção intestinal que é 

mínima pois, o produto da degradação da ureia pelas bactérias intestinais é reabsorvido e levado 

ao fígado, onde é re-sintetizado (Kaneko et al., 2000). 

A creatinina é produzida através do metabolismo da creatina e fosfocreatina provenientes do 
músculo esquelético e da alimentação, sendo excretada pela filtração glomerular (Braun et al., 

2013; Lopes et al., 2014).  

A análise laboratorial da concentração da creatinina sérica é utilizada para avaliar a função renal 

indiretamente, mas sozinha, não fornece informações precisas sobre o funcionamento dos rins 
em lesões agudas e não auxilia na localização da lesão no glomérulo (Braun et al., 2013; 

Pressler, 2013). Segundo Finco e colaboradores (1995), as concentrações de creatinina só 

aumentam quando a taxa de filtração glomerular está com apenas 30% de sua capacidade 
normal e por isso, ao fazer a interpretação dos resultados, é necessária a análise de outras 

variáveis.  
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2.9.3 Minerais  

A concentração de cálcio sérico tem associação direta com o metabolismo mineral do indivíduo.  

No sangue mede-se o cálcio total, ou seja, a forma ionizada (livre) somada à forma não ionizada 
(associada com proteínas, principalmente albumina e também com ácidos orgânicos). Ambas se 

encontram em equilíbrio e sua distribuição depende do pH, da concentração de albumina e da 

relação ácido-base. A concentração de cálcio no sangue é regulada por um forte controle 

endócrino desempenhado pelo paratormônio (PTH). Uma das causas de diminuição da absorção 
do cálcio no intestino é a quantidade de proteína na dieta, ou seja, dietas hipoproteicas causam 

diminuição da absorção de cálcio (González, 2000). Por causa do controle endócrino os níveis 

séricos de cálcio variam pouco e se mantém em equilíbrio com o fósforo. O PTH ao agir nos 
rins promove reabsorção de cálcio e redução na reabsorção de fósforo. Nos ossos, estimula a 

reabsorção de cálcio e redução na reabsorção de fósforo. A ALP também parece ser um grande 

regulador deste elemento (Anderson et al., 2004).  

Depois do potássio, o Mg2+ é o segundo cátion mais abundante nas células dos mamíferos, é 

distribuído no citoplasma, núcleo, retículo endoplasmático e mitocôndria (Bond et al., 1987). A 
concentração de Mg2+ nos compartimentos celulares é estável, mesmo após estímulos 

hormonais ou metabólicos (Corkey et al., 1986; Bond et al., 1987; Fatholahi et al., 2000), o que 

mostra a importância da homeostase desse cátion para a regulação de enzimas dependentes de 

Mg2+ (Voma et al., 2014). Nos hepatócitos o transporte e homeostase do Mg2+ estão 
associados ao metabolismo da glicose. Dessa maneira, hormônios que regulam a glicólise e 

gliconeogênese, também atuam sobre as concentrações de Mg2+ (Fagan et al., 2000; Romani et 

al., 2000).  

O Mg2+ também participa de outros processos metabólicos como glicólise, ciclo de Krebs, β-

oxidação e transporte de íons através da membrana (Pasternak et al., 2010). 

2.9.4 Proteína total plasmática e Albumina 

A maior parte das proteínas plasmáticas é sintetizada no fígado, com exceção das 

imunoglobulinas, que são produzidas pelos linfócitos B (O’Connell et al., 2005). A albumina 

corresponde à maior fração proteica do plasma, que é composto também por outras proteínas 
tais como imunoglobulinas, fibrinogênio, proteínas de fase aguda, proteínas transportadoras e 

hormônios. Alterações na PTP podem ser observadas também devido à desidratação, inflamação 

ou fatores nutricionais. Outras doenças como mieloma, infecções, hepatites e desordens da 
medula óssea podem levar a um elevado nível de PTP. Baixa concentração de PTP pode estar 

relacionada com má – absorção, desnutrição, doença hepática e com diminuição da produção de 

albumina (Kaneko et al., 2000). A concentração das PTP também pode ser influenciada 

hormonalmente. Os hormônios de ação anabólica como, por exemplo, o hormônio do 
crescimento e os hormônios sexuais provocam elevação das PTP´s. Os hormônios catabólicos 

como a tiroxina, por outro lado provocam redução das PTP´s.  Assim, animais mais velhos, 

apresentam menores valores de PTP´s que animais jovens (Fayos et al., 2005).  

A albumina sérica desempenha várias funções no organismo como, por exemplo, manutenção 

da pressão osmótica e pH sanguíneos (Figge et al., 1991; Carter e Ho, 1994; Leveille-Webster, 
2004), transporte de moléculas como ácidos graxos, hormônios, drogas e íons metálicos (Peters, 

1996), além de ser tida como o principal antioxidante plasmático do sangue (Roche et al., 2008). 

Possui estrutura tridimensional flexível que favorece sua ligação a esses vários componentes 
endógenos e exógenos, 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 proteínas ingeridas na dieta, geralmente são 

metabolizadas e entram nas vias comuns de oxidação do acetil CoA, dessa forma, é necessário 

que se tenha uma fonte de disponibilidade rápida de aminoácidos para o turnover das proteínas 

periféricas. Sendo a albumina muito abundante, ela representa esta fonte de aminoácidos 
(Kaneko et al., 2000). 

A albumina não é um marcador exclusivamente hepático. Em cães com alterações hepáticas 
crônicas, a hipoalbuminemia é esperada, mas existem outras disfunções nas quais existe 

diminuição do valor de albumina sérica como, por exemplo, enteropatias e nefropatias com 

perda de proteínas, além das lesões cutâneas exsudativas. Além disso, nutrição inadequada e 
doenças inflamatórias podem reduzir a síntese hepática de albumina (Leveille-Webster, 2004). 

Em animais desidratados há um aumento da concentração de albumina sérica, mas esse 

acréscimo é relativo, uma vez que não houve expansão da síntese de albumina, mas sim redução 

do volume sanguíneo (Cooper et al., 2009).  A hiperalbuminemia primária é rara, entretanto, 
Cooper e colaboradores (2009), relataram um caso de hiperalbuminemia em cão com carcinoma 

hepatocelular que, foi revertida após retirada cirúrgica do tumor.  

2.9.5 Colesterol e triglicerídeos 

A concentração de lipídeos no sangue é medida na rotina clínica para avaliar a saúde dos 

animais. O colesterol total e os triglicerídeos são utilizados nessa avaliação e o aumento de 

ambos pode indicar obesidade, alterações metabólicas, estresse oxidativo, inflamação e 

mudanças no perfil lipídico (Mori et al., 2011; Kawasumi et al., 2014). A lipidemia é também 
influenciada pela idade, raça, dieta, sexo, ciclo circadiano e algumas doenças que provocam 

inflamação, estresse oxidativo, resistência à insulina, e mudanças de perfil lipídico 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 cães. Em humanos 
obesos ocorre uma diminuição de HDL e um aumento de LDL (Low Density Protein), em cães 

obesos ocorre o aumento de ambos (Tvarijonaviciute et al., 2012). Tvarijonaviciute e 

colaboradores (2012) sugerem que a prevalência de cães com distúrbios metabólicos associados 
a obesidade (ORMD), com síndrome metabólica (SM) seja pouco menor que a prevalência de 

SM humana (22-28% e 50-60% em pacientes com sobrepeso ou obesos, respectivamente). Cães 

com ORMD apresentaram uma diminuição da adiponectina e um aumento da insulina sérica, 

sendo semelhante a humanos com SM. Não foram identificadas diferenças na massa gorda entre 
cães classificados com ou sem SM, implicando que a obesidade canina não leva inevitavelmente 

à disfunção metabólica, e é similar aos achados em humanos, onde alguns indivíduos obesos são 

metabolicamente saudáveis. 

2.9.6 Glicose 

A glicose fornece energia às células e seu metabolismo para geração de ATP pode ocorrer tanto 

por respiração aeróbia, quanto anaeróbia. Nos mamíferos, alguns tecidos utilizam de maneira 

estrita a glicose como fonte de energia como, por exemplo, o cérebro (Wasserman, 2009; 
Thorens, 2011). A corrente sanguínea é utilizada para distribuir a glicose proveniente da dieta, 

de reservas endógenas ou da gliconeogênese aos tecidos. De acordo com a ingestão de 

alimentos e demanda de energia, mecanismos avançados de regulação estão disponíveis em 
organismos saudáveis para a manutenção de níveis constantes da glicemia (Suh et al., 2007; 
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Wasserman, 2009; Thorens, 2011). Dois hormônios são os principais responsáveis por essa 
refinada regulação, a insulina e o glucagon. Quando os níveis de glicose sanguínea estão 

elevados, a insulina a direciona para as células que irão utilizá-la para produção de energia ou 

armazenamento. Quando esses níveis abaixam e não existe fonte exógena de glicose, o glucagon 

mobiliza as reservas localizadas no fígado e músculos em forma de glicogênio afim de prevenir 
a hipoglicemia (Bansal e Wang, 2008; Wasserman, 2009). 

3. Materiais e métodos 

O presente projeto recebeu parecer favorável da Comissão de Ética no Uso de Animais - 

(CEUA-UFMG) sob protocolo de nº 237/2014. 

3.1 Animais 

Foram utilizados 21 cães de diferentes raças (18 fêmeas e três machos), com peso médio de 

25,4kg±12,2 (mín. 3,3; máx. 60kg) de proprietários particulares residentes em Belo Horizonte, 

após a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Esses animais foram 
divididos em três grupos da seguinte forma:  

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

. -Grupo de auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmO3): Dez animais, sendo nove fêmeas e 

um macho. 

- Grupo de insuflação retal (IR): Seis animais, todas fêmeas. 

3.2 Geração do ozônio 

Para a formação do O3 medicinal, foi utilizado um aparelho gerador de O3 (Ozone and Life, 

modelo OeL1.5RM, São José dos Campos, Brasil), acoplado a um cilindro de O2 medicinal. O 

aparelho permite que na saída seja acoplado um filtro biológico (Millipore®, 0,22μm) para 
garantir a esterilidade da mistura gasosa que foi coletada por uma seringa acoplada a esse filtro. 

Com esse aparelho é possível produzir misturas O2-O3 em concentrações que vão de 1 a 70 mg 

de O3 por litro, em uma mistura com no mínimo 95% de O2 e 5% de O3. Com o gerador 
desligado, ocorre saída de O2 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 domicílio, da seguinte maneira: 

Grupo AHm: Após assepsia local, foram coletados cinco mL de sangue da veia cefálica ou 

jugular, sem anticoagulante, por punção venosa com escalpe 21G ou 19G, de acordo com o 

porte do animal. Após a coleta, o sangue era agitado durante dez segundos e aplicado por via 

intramuscular, na musculatura posterior da coxa, sempre alternando os lados das aplicações e 
das coletas. 

Grupo AHmO3: Após assepsia local, foram coletados cinco mL de sangue da veia cefálica ou 

jugular, sem anticoagulante, por punção venosa com escalpe 21G ou 19G, de acordo com o 

porte do animal. Imediatamente, a essa amostra eram adicionados cinco mL de O3 na 
concentração de 32mg/L, conforme indicação de Bocci (2005) e Viebahn-Hänsler 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 aplicações e das coletas.  

Grupo IR: Foram utilizadas sondas uretrais número 12, lubrificadas com lubrificante íntimo 

comercial (Olla®) para a IR. Aproximadamente 15cm da sonda era introduzida no orifício anal. 
O O3 era, então, injetado na dose de 43µg de O3/kg (Rodekohr e Kübler, 2009). Após a 

insuflação, a sonda era mantida no reto do animal por um minuto e a cauda desses era 

tracionada em sentido cranioventral para mantê-la no lugar. Após esse tempo, a sonda era 
retirada.  

3.4 Testes laboratoriais 

Para o acompanhamento dos tratamentos foram realizadas coletas de sangue em três momentos 

em todos os animais. 

Tempo zero: Antes do início dos tratamentos. 

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

Tempo dois: 48 horas após o décimo tratamento.  

O sangue foi coletado por punção venosa da veia cefálica, após assepsia local, em um tubo com 

EDTA e outro sem anticoagulante, ambos utilizando sistema de coleta à vácuo (Vacutainer®). 

As amostras foram levadas ao laboratório de Patologia Clínica da EV-UFMG.  

Os tubos de EDTA foram homogeneizados e o sangue foi processado para contagem celular 

sanguínea por impedância em aparelho automático (Abacus Jr. Vet-Diatron), confecção de 

microcapilar para determinação do VG e proteína total, esfregaço sanguíneo em lâmina para 
contagem diferencial e observação morfológica celular.  Das mesmas amostras, com EDTA, 

foram realizadas mensuração de GSH-Px e SOD.  

Os tubos microcapilares foram centrifugados a 10000rpm durante cinco minutos e o VG foi 
determinado utilizando uma escala própria de leitura, conforme técnica de rotina do laboratório. 

A mensuração da PTP foi feita por refratometria. As lâminas foram coradas (Panótico Rápido-

Newprov, Brasil) e analisadas através de microscopia óptica.  

A análise para determinação da concentração de SOD foi realizada segundo instruções 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 eritrócitos eram então lavados por 

quatro vezes com um mL de solução salina a 0,9% e centrifugados a 3000rpm por dez minutos 
após cada lavagem e retirada do sobrenadante. Aos eritrócitos lavados eram adicionados 2 mL 

de água fria bidestilada e a mistura era mantida sob refrigeração (4°C) durante 15 minutos. A 

água bidestilada era aspirada e a 0,5 mL do diluidor fornecido pelo fabricante, foram 
adicionados 15µl da papa de eritrócitos. Essa mistura foi analisada por espectrofotometria em 

aparelho automático (Cobas Mira Plus-Roche), utilizando-se 500nm como comprimento de 

onda.  

Para a mensuração 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 

50µl de sangue total. Após cinco minutos foi adicionado um mL de corante de Hb e as amostras 

foram analisadas por espectrofotometria em aparelho automático (Cobas Mira Plus-Roche), 

seguindo as recomendações na bula do fabricante. Os tubos sem anticoagulante foram 
centrifugados a 2000rpm para retirada do soro que foi utlizado para as análises bioquímicas.A 

bioquímica clínica foi realizada por espectrofotometria em aparelho automático (Cobas Mira 

Plus-Roche) e as variáveis avaliadas foram: ALT, AST, ácido úrico, colesterol, triglicerídeos, 
glicose, uréia, creatinina, LDH (Synermed International, EUA), bilirrubina total, cálcio, Mg2+, 
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albumina, ALP e PTP (RANDOX, Reino Unido). O preparo dos reagentes, bem como as 

técnicas de análise seguiu as indicações dos respectivos fabricantes. 

3.5 Análise Estatística 

O experimento foi inteiramente casualizado, sendo os animais dos diferentes tratamentos 
avaliados em três tempos distintos. Os dados foram tabelados e avaliados segundo a a 

normalidade e homocedasticidade (Kolmogorov- Smirnov e Shapiro-Wilks). As variáveis que 

não apresentaram distribuição paramétrica (SW<0,05) passaram por transformação logarítmica 
(log10) para serem submetidas a ANOVA utilizando-se o programa SAS. As variáveis que não 

puderam ser transformadas foram submetidas a avaliação pelo teste Kruskall Wallis ou 

Wilcoxon. A margem de significância foi de 95% (p<0,05) para todas as variáveis.   

4. Resultados e Discussão 

No decorrer das fases de tratamentos em dois animais do grupo AHmO3 a punção venosa era 

complicada e esses desenvolveram flebite nos locais de coleta, um outro animal do mesmo 

grupo apresentou claudicação em uma aplicação intramuscular, em ambos os casos esses 

problemas foram contornados trocando os locais de punção e aplicação.  

 

4.1 Hemograma 

 

Segundo Kaneko et al. (2000) os componentes celulares do sangue podem refletir, 
precocemente, alterações sistêmicas, ou mesmo respostas locais do organismo, entretanto 

raramente são achados patognomônicos. A rapidez e a facilidade em se realizar um hemograma 

o tornam uma importante ferramenta para definição de condutas clínicas. Dessa forma o 
hemograma foi o primeiro exame a ser realizado neste experimento, desde a triagem dos 

animais. Segundo León et al.,1998; Bocci, 2004b; Bocci et al., 2011, a oxigênio-ozonioterapia 

pode melhorar o sistema antioxidante de eritrócitos e também estimula a resposta imune (Sagai 
e Bocci, 2011), o que poderia alterar os resultados do hemograma de animais submetidos a 

oxigênio-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 padrão da contagem eritrócitos e determinação do volume globular e concentração de 

hemoglobina, de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou 

insuflação retal de ozônio (IR). 

 Tempo* 

Tratamento Zero 1 2 

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

AHm 48,600±4,561Aa 47,800±3,493Aa 46,200±5,675Aa 

AHmO3 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 

 Eritrócitos (x 106/µL)- 5,5-8,5 (Jain, 1993) 

AHm 6,828±0,862Aa 6,740±0,552Aa 6,364±0,939Aa 

AHmO3 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) 

AHm 15,920±1,558Aa 16,060±1,282Aa 15,380±2,275Aa 

AHmO3 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 início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05).  

O volume globular (VG%) foi equivalente entre os grupos em todos os tempos de avaliação, 

demonstrando diferença apenas nos tratamentos que receberam O3, durante a evolução 
temporal. Os animais do AHmO3 apresentaram diminuição do VG (%) no T1, enquanto animais 

do grupo IR apresentaram redução da variável em T2 (Fig.1). Uma vez que o grupo AHm não 

apresentou alteração, parece haver influência do O3 sobre esta variável, dependendo da via de 
aplicação. O VG (%) representa a massa de eritrócitos compactados no volume de sangue total, 

dessa forma, a contagem de eritrócitos é a variável inicial que influencia no VG (%). Diferenças 

estatísticas significativas também foram observadas na contagem de eritrócitos dos animais dos 
mesmos grupos, a partir do T1, se mantendo em T2 (Fig.2).  

A literatura consultada considera que os eritrócitos 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 não tenha observado edema ou lise de eritrócitos, in vitro, relata a 

ocorrência de pequena hemólise, semelhante a que ocorre em amostras de sangue estocado. O 

VG(%) determina, inicialmente a presença de anemia, quando os valores se encontram abaixo 
dos intervalos de referência 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 redução do VG(%) e do número de eritrócitos das amostras 

sanguíneas de cães submetidos a oxigênio-ozonioterapia, apenas um animal demonstrou anemia 
ou característica compatíveis com hemólise in vivo, que pode ter sido decorrente da 

hemoparasitose. O restante dos resultados está de acordo com os relatos de estudos realizados in 

vitro. 
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Fig.1: Volume globular (%) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada 

(AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª aplicação (T1) e 48h 

após a 10º aplicação (T2). 

Fig.2: Concentração de eritrócitos (x106µL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor 

ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª aplicação 

(T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 
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Com relação a variável hemoglobina (Hb) as únicas diferenças 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 clínicos compatíveis com hemoparasitoses, 

embora não tenham sido observados em lâmina.  Se considerarmos os intervalos de confiança 

entre 12 e 18 g/dL (Jain, 1993), alguns animais apresentaram valores abaixo. A redução da 
concentração de Hb caracteriza o processo de anemia, entretanto, nos animais deste experimento 

não incorreram em redução clinicamente significativa do VG(%).  

 

 
Fig. 3: Concentração de hemoglobina (g/dL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia 

menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª 

aplicação (T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 

 

O número amostral reduzido no grupo IR e a intercorrência de hemoparasitoses comprometeram 
os resultados. Mas pode-se sugerir que a meia vida do eritrócito tenha sido reduzida por 

alterações conformacionais da membrana ou mesmo da molécula de Hb, devido ao estresse 

oxidativo, ou mesmo alteração do sistema tampão, uma vez que a Hb age em diversas reações 
bioquímicas.  

Houve diferença estatística significativa (p≤0,05) entre grupos para a variável leucócitos totais 

no tempo zero (Tab.2), não sendo observada nos demais tempos de avaliação ou entre grupos na 
evolução do tempo. Dessa forma, embora a resposta leucocitária sugira um diagnóstico 

diferencial (Jain, 1993), a causa da diferença não pode ser atribuída ao tratamento, já que se 

tratava do tempo prévio às aplicações. Provavelmente, a diferença 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 (x103/µL) leucócitos totais.  Um animal (16,6%) do grupo IR apresentou leucopenia 

(4,43x 103/µL). Os valores da leucometria total dos animais do grupo AHmO3 diminuíram 

gradativamente durante os tempos subsequentes de avaliação, chegando aos valores de 
referência (6,0-17,0 x 103/µL), no tempo 2 (Fig.4). Bastonetes e basófilos foram achados 

esporádicos, e em nenhum tempo ou tratamento, bem como na avaliação individual, 

apresentaram-se acima dos intervalos de referência para a espécie canina. Dessa forma não 
foram realizadas análises estatística dessas variáveis. 
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Tabela 2: Valores médios seguidos do desvio padrão da contagem de leucócitos totais, neutrófilos segmentados, linfócitos, 

monócitos e eosinófilos de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada 

(AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR). 

 Tempos* 

Tratamento Zero 1 2 

 Leucócitos totais (x103/µL)- 6000-17000 (Jain, 1993) 

AHm 10,584±2,464Ba 11,008±3,442Aa 9,910±3,313Aa 

AHmO3 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 

 Neutrófilos segmentados (x103/µL)- 3000-11500 (Jain, 1993) 

AHm 6227,8±673,7Ab 6385,2±2647,1Aa 6223,9±2653,7Aab 

AHmO3 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 

 Linfócitos (x103/µL)- 1000-4800 (Jain, 1993) 

AHm 2310,8±1738,4Aa 3080,7±1428,1Aa 2379,1±1412,5Aa 

AHmO3 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 

 Monócitos (x103/µL)- 150-1350 (Jain, 1993) 

AHm 882,5±337,4Aa 523,9±416,8Ab 658,7±332,2Aa 

AHmO3 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 

 Eosinófilos (x103/µL)- 100-1250 (Jain, 1993) 

AHm 1101,5±746,4Ab 1558,6±1082,3Aa 1194,1±376,5Ab 

AHmO3 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 início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05).  

 

 
Fig.4: Contagem de leucócitos(x103) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor 

ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª aplicação 

(T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 
 

O estresse é uma das causas mais frequentes de leucocitose em cães e, pode ser caracterizado 

pela presença de neutrofilia, monocitose, linfopenia e eosinopenia, relacionados ao derrame de 

hormônios esteróides, como o corticóide de origem endógena, frente a estímulos como medo, 
apreensão ou dor (Jain, 1993; Stockham e Scott, 2008). Três animais do grupo AHmO3 

apresentaram neutrofilia no início das avaliações o que elevou a média do grupo (Tab. 2), 

entretanto, mesmo mantendo a média alta, não foi demonstrada diferença estatística 
significativa entre os grupos nos diferentes tempos de avaliação. A neutrofilia observada, em 
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conjunto como a monocitose só foi coincidente em um animal, diagnosticado no transcorrer do 
experimento como sendo leishmaniose positivo. Nenhum animal apresentou linfopenia no T0, 

entretanto dois animais dos grupos AHmO3 e IR apresentaram este achado no T1 e um animal 

do grupo AHm. Três animais do grupo AHm apresentaram linfopenia em T2, outros dois em 

AHmO3 e apenas um animal do grupo IR. A linfopenia não foi um achado coincidente nos 
animais com neutrofilia ou monocitose. Sendo assim, os achados característicos de processo 

inflamatório agudo (leucocitose neutrofílica) ou ação do hormônio esteróide sob efeito do 

estresse da coleta, não podem ser incriminados nos achados. Melhor explicação seria 
leucocitose fisiológica da ação adrenérgica, que como mencionam Jain (1993) e Stockham e 

Scott (2008), altera transitoriamente e, inicialmente, neutrófilos circulantes. Dependendo da 

contração esplênica, também pode haver mobilização temporária, de outros tipos celulares que, 

como se encontram em contagem reduzida se comparados a do neutrófilo, sofrem menores 
alterações quantitativas. 

A linfocitose (>4800/uL) só foi observada no T0 e, em 3 animais. Segundo Sagai e Bocci 
(2011), o O3 modula a resposta imune, podendo tanto suprimir quanto estimular a resposta 

imune, não pelo acréscimo celular, mas pelo perfil de citocinas produzidas (Jakab et al., 1995; 

Bocci, 1996b; van Hoof et al., 1997). A linfocitose é relatada em casos de inflamação crônica, 
seguida ou não de infecção, desordens linfoproliferativas ou pelo desvio fisiológico ocasionado 

pela ação adrenérgica (Stockham e Scott, 2008), que parece ter sido o caso dos animais deste 

experimento. 

Pôde-se observar monocitose em seis animais em T0, quatro deles pertencentes ao grupo 

AHmO3, dois deles se mantiveram monocitóticos em T1 e normalizaram em T2. Os animais 
que apresentaram monocitose em T0 também apresentavam neutrofilia e eosinofilia e, 

gradativamente tiveram os valores reduzidos após o tratamento ao longo do tempo. O O3 

associado ao sangue em infusão intramuscular, reduziu a concentração de monócitos e outros 

tipos celulares, sugerindo modulação do processo inflamatório inespecífico, da mesma maneira 
observada por Caó (2013). 

Os eosinófilos se mostraram instáveis durante todo o período de avaliação, com um coeficiente 
de variação de 89%, valores mínimos de zero e máximo de 8.711/uL. No início do experimento 

(T0) 14 animais apresentaram valores acima do intervalo de referência (100-1.250/uL). Segundo 

Jain (1993) são causas de eosinofilia: hipersensibilidade, parasitose, inflamação, 
hipoadrenocorticismo e leucemia eosinofílica. A eosinofilia esteve coincidente com a neutrofilia 

em quatro animais no T0, três destes componentes do grupo AHmO3, no T1 três animais 

apresentaram neutrofilia coincidente com eosinofilia, todos do grupo AHmO3 e dentre estes, 
apenas um animal era recorrente de T0. 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 hígidos, nenhum protocolo de vermifugação foi adotado 

previamente ao início do experimento. Dessa forma, dentre as causas de eosinofilia 
mencionadas pelos autores, existe a possibilidade de os animais terem processos inflamatórios 

subclínicos e/ou parasitários. Três animais apresentaram eosinopenia, que não esteve associada 

a neutrofilia e/ou linfopenia, para caracterizar o estresse, já mencionado anteriormente. 

4.2. Bioquímica clínica 

Os resultados do perfil bioquímico dos cães deste experimento encontram-se expressos nas 
tabelas de 3 a 9. Foram determinadas as concentrações de proteínas totais, albumina (Tab.3), 

colesterol, triglicerídeos (Tab.4) e glicose (Tab.5), como macromoléculas orgânicas; enzimas 

séricas (Tab.6), metabolitos (Tab.8), e minerais (Tab.9) (Gonzáles et al., 2001). Além dos 
parâmetros sugeridos, foram determinadas, também, as concentrações de ácido úrico (Tab.8) e 
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das atividades das enzimas do perfil anti-oxidante (Tab.7). Os valores adotados como intervalo 
de referência encontram-se nas tabelas para efeito de comparação, extraídos de Kaneko et al. 

(2000). 

Não foram observadas diferenças significativas nos resultados da concentração de albumina 

sérica quando os tempos de grupos diferentes foram comparados (Tab. 3). Por outro lado, no 

grupo AHmO3 houve diminuição significativa entre os tempos 0 e 2, assim como no grupo IR 

houve uma diminuição significativa a partir de T1 (T0<T1<T2) (Fig.5). Também ocorreu 
diminuição significativa da proteína total nos grupos tratados com O3, especialmente em T2. 

Uma vez que a albumina está incluída na mensuração da proteína total, é esperado que os 

valores de ambas tenham o mesmo desenho, como verificado nesse trabalho (Fig.6).  

 

Tabela 3: Valores médios seguidos do desvio padrão da concentração de proteína total plasmática (g/dL) e albumina (g/dL) de cães 

hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio 

(IR). 

 Tempos* 

Tratamento Zero 1 2 

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

AHm 7,91±0,88Aa 7,89±1,20Aa 7,04±0,64Aa 

AHmO3 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) 

AHm 3,29±0,52Aa 3,33±0,28Aa 2,95±0,16Aa 

AHmO3 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 início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05).  

 

Alterações nas concentrações de PTP, bem como albumina, podem ser observadas em situações 

em que haja desidratação, inflamação ou processos de desequilíbrio entre ingestão e consumo, 

relacionadas, comumente com má – absorção, desnutrição, doença hepática e com diminuição 
da produção de albumina (Kaneko et al., 2000). Como as proteínas desempenham inúmeras 

atividades orgânicas, sua concentração deve ser mantida dentro do intervalo de referência para 

que o organismo possa manter a homeostase, dessa forma reduções significativas, normalmente 
veem acompanhadas de sinais clínicos e podem estar associados a disfunção hepática, processos 

neoplásicos e/ ou perdas intestinais abruptas (Fayos et al., 2005). Nenhum animal apresentou 

concentrações de PT abaixo de 5,4mg/dL, apenas um animal do grupo IR apresentou 

concentração 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, raça, tamanho e catabolismo. Nenhum animal 

demonstrou histórico ou exame clínico compatível com desidratação, que justificasse as 
concentrações acima dos intervalos de referência da literatura.  
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Fig.5: Albumina sérica (g/dL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada 

(AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª aplicação (T1) e 48h 

após a 10º aplicação (T2). 
.  

 

 
Fig.6: Proteína Total plasmática-PTP (g/dL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor 

ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª aplicação 

(T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 
 

 

Quanto a significativa diferença estatística observada entre os diferentes tempos dentro dos 

grupos tratados, foi demonstrado que o estresse oxidativo causa alterações na conformação da 
albumina sérica em humanos (Anraku et al., 2001; Musante et al., 2006) assim, o sítio de 



38 
 

ligação do reagente colorimétrico utilizado pode ter sido modificado com os tratamentos, o que 
poderia justificar a redução significativa das médias encontradas entre os tempos T0 e T2.  

Oettl e colaboradores (2008) realizaram estudo com pacientes cirróticos e observaram que a 
diminuição da concentração sérica de albumina está relacionada, não apenas com a diminuição 

da síntese dessa proteína, mas também ao estresse oxidativo que modifica a conformação da 

mesma. Gomes-Marcondes e Tisdale (2002) constataram que um pequeno estresse oxidativo 

induz o catabolismo protéico muscular, mas não avaliaram a albumina nem a proteína total. De 
acordo com Halliwell e Gutteridge (1990) as moléculas de albumina danificadas são removidas 

da circulação sanguínea e degradadas, o que também poderia justificar os resultados 

encontrados apenas nos animais dos grupos que receberam O3. 
Apesar das diferenças observadas nos valores de triglicerídeos entre tempos e tratamentos, não 

foram encontradas diferenças significativas nos resultados do colesterol total (Tab.4). Pode-se 

esperar uma diminuição que acompanhasse os triglicerídeos, mas, provavelmente os tempos de 
avaliação não permitiram que essa mudança fosse observada da mesma forma como relataram 

Hernández e colaboradores (1995) em estudo com humanos cardiopatas demonstrando 

diminuição do colesterol após 15 sessões de auto-hemoterapia maior ozonizada. 

 
Tabela 4: Valores médios seguidos do desvio padrão da concentração de colesterol (mg/dL) e triglicerídeos (mg/dL) de cães 

hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio 

(IR). 

 Tempos* 

Tratamento Zero 1 2 

 Colesterol total (mg/dL)-40-78 (Kaneko et al., 2000) 

AHm 59,50±11,88Aa 57,51±5,35Aa 55,71±7,59Aa 

AHmO3 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) 

AHm 96,94±46,76Bab AHm 96,94±46,76Bab 

AHmO3 104,34±45,60Ba AHmO3 104,34±45,60Ba 

IR 266,59±174,83Aa IR 266,59±174,83Aa 

*Tempo zero- antes do início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05). 

 

Os valores das concentrações de triglicerídeos encontrados no tempo 0 mostraram diferença 
significativa entre os grupos pois, no grupo IR, uma parcela foi perdida e duas amostras 

apresentaram soro lipêmico, o que fez com que a média desse grupo aumentasse muito. Nos 

tratamentos com O3 houve diminuição significativa dos valores médios de triglicerídeos no T1. 
No T2 os valores encontrados nos grupos AHm e AHmO3 não mostraram diferença 

significativa quando comparados ao T0, mas o grupo AHm mostrou diferença entre os T1 e T2. 

O tratamento IR mostrou diminuição significativa em todos os tempos, chegando inclusive a 
valores dentro dos limites de referência para a espécie (Fig.7). 
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Fig.7: Triglicerídeos séricos (mg/dL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor 

ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª aplicação 

(T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 
 

Apesar de já ter sido demonstrado em humanos que a aplicação retal de O3 tem efeito 

hipoglicemiante em diabéticos hiperglicêmicos (Al-Dalain et al., 2001; Martínez-Sánchez et al., 
2005), no presente estudo não foi observada diferença 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 não 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 horário, os proprietários, nem 

sempre suspendiam a refeição com oito horas de antecedência, como o recomendado para a 
determinação da maioria dos analitos avaliados (Kaneko et al., 2000). Os triglicerídeos são 

moléculas que devem estar ligadas a proteínas (lipoproteínas) para que possam sofrer ação 

enzimática, liberar ácidos graxos de cadeia longa e entrar na via do citrato para gerar colesterol 

ao final. Sendo assim, comumente encontram-se elevados após a ingestão alimentar e/ou 
mobilização de gordura decorrente do catabolismo energético. Ambos podem justificar os 

valores elevados dos triglicerídeos observados neste experimento, já que a glicose também 

sofreu variação (Tab.5).  

 
Tabela 5: Valores médios seguidos do desvio padrão da concentração de glicose (mg/dL) de cães hígidos submetidos a auto-

hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (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 

AHmO3 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 início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05). Referência- 65-118 mg/dL(Kaneko et 

al., 2000). 

 

Como ocorreu redução nos níveis de proteína e albumina, podemos sugerir que o aumento da 

glicemia pode ser uma compensação para disponibilizar energia, mas não podemos atribuir esse 
aumento nem ao tratamento com O3, nem com a via utilizada. Nenhum animal apresentou 



40 
 

valores de glicemia acima do intervalo de referência, entretanto vários indivíduos apresentaram 
valores abaixo (65-118 mg/dL- Kaneko et al., 2000). Pode-se questionar se os valores de 

referência se aplicam aos animais nas condições deste estudo, ou se a falta do controle do jejum 

pode ter comprometido a variável, já que o menor valor observado foi de 37,8 mg/dL em um 

animal clinicamente hígido, sem restrição alimentar, em uma variável cujo coeficiente de 
variação médio foi 21% (Fig.8). 

 

 
Fig.8: Glicose (mg/dL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada 

(AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª aplicação (T1) e 48h 

após a 10º aplicação (T2). 
 

 

Segundo Gonzáles et al. (2001), deve-se incluir no perfil bioquímico a determinação da 

atividade das enzimas ALP, ALT e CK. No perfil bioquímico enzimático do presente estudo, 

além da ALP e ALT foram avaliadas a AST e a LDH (Tab.6) 

 
Tabela 6: Valores médios seguidos do desvio padrão das atividades (U/L) de alanina (ALT) e aspartato (AST) aminotransferases, 

fosfatase alcalina (ALP) e lactato desidrogenase (LDH) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-

hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR). 

 Tempos* 

Tratamento Zero 1 2 

 ALT (U/L)- 21-102 (Kaneko et al., 2000) 

AHm 22,52±5,29ABa 9,55±2,68Ab 13,67±4,83Ab 

AHmO3 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 

AHmO3 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 

AHmO3 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) 

AHm 370,43±160,50Aa 331,04±98,92Aa 283,30±214,08Aa 

AHmO3 363,02±216,32Aa 254,18±156,46Aa 343,05±280,38Aa 

IR 620,73±250,26Aa 354,00±201,18Aa 478,17±331,61Aa 

*Tempo zero- antes do início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05).  
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Na avaliação das concentrações de AST nos tratamentos e tempos realizados nesse trabalho, foi 

observada diferença significativa no tempo 2 da IR em relação ao tempo zero do mesmo grupo 

(Tab. 6 e Fig.9). Houve uma redução estatística significativa na atividade da ALT em T1 dos 
animais de todos os grupos, sendo que no IR essa diferença deixou de existir em T2 (Fig.10). 

 

 
Fig.9: Concentração de aspartato aminotransferase-AST (U/L) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-

hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente 

antes da 6ª aplicação (T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 

 

 
Fig.10: Concentração de alanina aminotransferase-ALT (U/L) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-

hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente 

antes da 6ª aplicação (T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 
 

Estudo realizado por Zaky e colaboradores (2011) demonstrou que a administração de O3 por 
via retal aumentou a oxigenação do sangue na veia porta e o metabolismo hepático de 
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propanolol em indivíduos com cirrose, mostrando que essa via de aplicação do O3 tem efeitos 
benéficos no fígado, mas os resultados aqui apresentados não direcionam à mesma conclusão 

pois, os hepatócitos estavam íntegros e os resultados foram estatisticamente iguais nos mesmos 

tempos em diferentes tratamentos e se mantiveram dentro do intervalo de referência para a 

espécie.  

Por existirem isoenzimas distribuídas em diversos tecidos, o aumento da atividade da ALP pode 

estar relacionado a inúmeros fatores. Em doenças hepáticas, a ALP é utilizada para diagnóstico 

de doenças colestáticas (Sanecki et al., 1993; Syakalima et al., 1997; Fernandez, 2007). Esta 

variável foi comprometida no presente experimento por uma conjunção de fatores. No T0 só 
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 variação médio do analito foi 76,6%, o que comprometeu a análise estatística. 

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, não foi possível inferir nenhuma conclusão a respeito dos 

tratamentos para esta variável. 

A enzima LDH tem sua maior atividade no músculo esquelético e é muito utilizada para indicar 
lesões musculares decorrentes de miosite ou trauma (Milne et al., 1987; Center, 2007). Não 

foram observadas diferenças estatísticas significativas nos valores dessa enzima, o que indica 

que as aplicações de sangue autólogo por via intra-muscular não causam lesões significativas.  

Não foram encontrados artigos que descrevam os intervalos de normalidade para as enzimas do 

perfil antioxidante em cães.  Na análise estatística dos dados da SOD foram encontradas 

diferenças significativas nos tratamentos com sangue autólogo. No grupo AHm ocorreu redução 
dos níveis dessa enzima no T1, mas no T2 houve um pequeno aumento, de forma que o valor 

encontrado foi estatisticamente igual ao valor do T0. Apesar desse aumento, o mesmo valor 

também não foi diferente do encontrado no T1, mas indica uma tendência de recuperação ou até 
de aumento. No grupo IR não foram observadas diferenças significativas (Fig.11). 

 

 
Fig.11: Concentração de superóxido dismutase-SOD (U/mL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-

hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente 

antes da 6ª aplicação (T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 
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Tabela 7: Valores médios seguidos do desvio padrão das atividades de superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-

Px) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal 

de ozônio (IR). 

 Tempos* 

Tratamento Zero 1 2 

 Superóxido dismutase (U/mL) 

AHm 3,38±0,39Aa 1,91±0,46Ab 2,47±0,80Aab 

AHmO3 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) 

AHm 333,45±12,77Ab 1495,22±231,29Aa 1475,03±270,70Aa 

AHmO3 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 início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05).  

 

Ao final do experimento, em todos os grupos foram observados aumentos significativos na 
concentração de GSH-px. Nos grupos AHm e IR esse aumento foi observado no T1 e se 

manteve no T2. No grupo AHmO3 houve uma tendência de aumento entre os tempos 0 e 1, mas 

sem diferença significativa entre eles, sendo observado acréscimo significativo no T2 (Fig.12). 

Esses resultados corroboram com os trabalhos realizados com oxigênio-ozonioterapia retal, mas 
não confirma que o agente responsável pelo aumento dessa enzima em tratamentos com sangue 

autólogo seja o O3.  

 

 
Fig.12: Concentração de Glutationa peroxidase -GSH-Px (U/L) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-

hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente 

antes da 6ª aplicação (T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 
 

 

Dentre os metabólitos analisados estão incluídos ácido úrico, bilirrubina total, creatinina e uréia 

(Tab.8). Os valores de bilirrubina total apresentaram diferença significativa nos tempos zero e 1 
entre o tratamento IR e os demais (Tab.7). A diferença significativa encontrada entre os tempos 

zero e 2 do grupo IR acompanhou a diminuição da lipemia nesses animais, o que justifica essa 

diferença. Provavelmente a causa dos valores acima do intervalo esteja relacionada a colestase 
observada na hiperlipidemia de um dos cães e a possibilidade de hemólise devido a 
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hemoparasitose diagnosticada no segundo cão, que apresentaram atividade de ALP acima dos 
intervalos para a espécie. 

Não foram encontrados trabalhos que referenciem os valores de normalidade do ácido úrico 

para cães. Os uratos, no entanto, devem estar entre 20-120 mg/dL, segundo (Kaneko et al., 
2000). Existem algumas evidências de que o ácido úrico tenha propriedades antioxidantes, 

agindo contra radicais livres no sangue (Glantzounis et al., 2005), diminuindo a concentração de 

radicais livres no soro de humanos saudáveis (Waring et al., 2001) e reduzindo o estresse 
oxidativo em atletas (Hellsten et al., 2001; Chevion et al., 2003; Waring et al., 2003). A única 

diferença estatística significativa observada para esta variável foi entre grupos no T2, onde 

animais do grupo IR apresentaram valores superiores aos demais. 

 

 
lista 

 Tempos* 

Tratamento Zero 1 2 

 Ácido úrico (mg/dL) 

AHm 4,27±3,51Aa 11,11±11,68Aa 3,67±1,29ABa 

AHmO3 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 

AHmO3 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 

AHmO3 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 

AHmO3 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 início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05).  

 

Trabalho realizado por Chen et al., (2008) demonstrou efeito positivo nos valores de uréia e 
creatinina da aplicação retal profilática de O3 em ratos posteriormente submetidos à processo de 

isquemia e reperfusão e Calunga et al., (2009) demonstraram o mesmo efeito benéfico, mas em 

aplicações após a indução de isquemia/reperfusão. Morsy et al., (2010) observaram diminuição 
de ambos analitos em animais diabéticos submetidos à oxigênio-ozonioterapia retal.  Outros 

trabalhos (Demirbag et al., 2010; Morsy et al., 2010) também demonstraram redução 

significativa desses valores, mas a via utilizada foi a intraperitoneal. O mecanismo de ação do 
O3 nesses casos não foi definido, mas acredita-se que ocorra diminuição do estresse oxidativo, 

melhora da função endotelial e redução da apoptose de células renais. No presente trabalho, nos 

grupos de tratamento com O3 foi observada uma tendência a diminuição dos valores de uréia 

(Tab.8), com diferença significativa no T1 entre o grupo AHm e os grupos AHmO3 e IR. 
Dentro dos grupos com O3 houve diferença significativa dos valores de uréia entre os tempos 

zero e 1 e da creatinina entre os tempos zero e 2 na aplicação retal (Fig.13 e Fig.14). 
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Fig.13: Concentração sérica de uréia (mg/dL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia 

menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª 

aplicação (T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 

 

 

 
Fig.14: Concentração sérica de creatinina (mg/dL) de cães hígidos submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia 

menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR), - antes do início do tratamento (T0), imediatamente antes da 6ª 

aplicação (T1) e 48h após a 10º aplicação (T2). 
 

 

A concentração de cálcio sérica depende do pH, da concentração de albumina e da relação 
ácido-base do indivíduo, sendo regulada por um forte controle endócrino desempenhado pelo 

paratormônio (PTH). Uma das causas de diminuição da absorção do cálcio no intestino é a 

quantidade de proteína na dieta, ou seja, dietas hipoproteicas causam diminuição da absorção de 
cálcio (González, 2000). Vários animais apresentaram hipocalcemia (Tab.9), se comparados os 
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resultados ao intervalo de referência para a espécie, provavelmente devido a interferência da 
dieta e homeostase inter minerais, o que não foi avaliado no presente estudo. Não houve 

diferença significativa entre grupos ou tempos, não havendo influência de nenhum dos 

tratamentos sobre esta variável. 
 

Tabela 9: Valores médios seguidos do desvio padrão das concentrações de cálcio (mg/dL) e magnésio (mmol/L) de cães hígidos 

submetidos a auto-hemoterapia menor (AHm), auto-hemoterapia menor ozonizada (AHmO3) ou insuflação retal de ozônio (IR). 

 Tempos* 

Tratamento Zero 1 2 

 Cálcio (mg/dL)- 9,1-11,7 (Kaneko et al., 2000) 

AHm 7,28±1,26Aa 9,00±0,55Aa 9,22±1,19Aa 

AHmO3 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) 

AHm 1,16±0,12Aa 1,29±0,13Aa 1,73±0,10Aa 

AHmO3 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 início do tratamento, T1- imediatamente antes da 6ª aplicação; T2-48h após a 10º aplicação. Letras 

maiúsculas comparam resultados dentro das colunas e minúsculas dentro das linhas (p≤0,05).  

 

Com relação às concentrações de magnésio (Tab.9), foi observado aumento com diferença 

significativa apenas no tempo 2 do grupo IR. Os valores encontrados se mantiveram nos limites 
de referência e não foram diferentes daqueles obtidos no mesmo tempo dos outros tratamentos, 

o que pode indicar que essa diferença no tratamento IR não teria significado clínico. Como 

ocorreu aumento significativo apenas no grupo IR, podemos sugerir que a IR de O3 facilitou a 

absorção intestinal de Mg, mas por mecanismo ainda desconhecido.  

 

5. Conclusões 

 

Nas condições em que este experimento foi realizado, pode-se concluir que: 

 

 Oxigênio-ozonioterapia intra retal e auto-hemoterapia menor ozonizada alteram 

parâmetros eritrocitários em cães hígidos; 

 O ozônio associado ao sangue em infusão intramuscular, reduz a concentração de 

monócitos e outros tipos celulares, sugerindo modulação do processo inflamatório 
inespecífico; 

 A auto-hemoterapia não promove efeitos adversos em cães; 

 A insuflação retal de ozônio, bem como a auto-hemoterapia menor ozonizada reduz as 

concentrações séricas de albumina, proteínas totais e triglicerídeos em cães hígidos; 

 Aplicações de ozônio retal, intramuscular associado a sangue autólogo, ou apenas a 

aplicação de sangue autólogo por via intramuscular, causam aumento dos níveis de 
GSH-Px; 

 A insuflação retal de ozônio altera mais parâmetros bioquímicos que a administração de 

sangue autólogo ozonizado. 
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ANEXO 

 

 

Modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Você está sendo convidado a participar da pesquisa: " EFEITO DA AUTO-HEMOTERAPIA 

MENOR, AUTO-HEMOTERAPIA MENOR OZONIZADA E INSUFLAÇÃO RETAL 

DE OZÔNIO SOBRE PARÂMETROS HEMATIMÉTRICOS E BIOQUÍMICOS DE 

CÃES HÍGIDOS". 

 

Você foi selecionado, pois seu cão está sadio, e sua participação não é obrigatória. A qualquer 
momento você pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa não trará 

nenhum prejuízo em sua relação com o pesquisador ou com a instituição. 

 

Esse experimento está 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 participação nesta pesquisa consistirá em receber em seu domicílio a aluna de mestrado que 

efetuará as coletas de sangue e o tratamento. 

 

Os riscos relacionados com a participação do animal serão discreta dor nos locais de colheita de 

material, de aplicação do sangue e estresse por contenção. 

 

O procedimento a ser realizado em seu animal será: 
           Grupo auto-hemoterapia: colheita simples de sangue venoso em três momentos para 

exames laboratoriais. Na qual seu animal será contido e após assepsia da pele, será introduzida 

uma agulha para a coleta de sangue à vácuo. Dez tratamentos com intervalos de 48 horas, que 
consistirão em colheita de 5 mL de sangue e aplicação intramuscular do mesmo. 

 

           Grupo auto-hemoterapia ozonizada: colheita simples de sangue venoso em três 

momentos para exames laboratoriais. Na qual seu animal será contido e após assepsia da 

pele, será introduzida uma agulha para a coleta de sangue à vácuo. Dez tratamentos com 

intervalos de 48 horas, que consistirão em colheita de 5 mL de sangue, que será tratado com 

ozônio e aplicação intramuscular do mesmo. 

 

          Grupo insuflação retal: colheita simples de sangue venoso em três momentos para 

exames laboratoriais. Na qual seu animal será contido e após assepsia da pele, será introduzida 

uma agulha para a coleta de sangue à vácuo. Dez tratamentos com intervalos de 48 horas, que 

consistirão em aplicação retal de ozônio por meio de sondagem. Seu animal será contido e após 
passagem de sonda no reto, será insuflado volume menor ou igual a 60 mL. O volume será 

determinado pelo peso do animal. 

 

Durante todo o experimento seu animal será acompanhado pela pesquisadora e médicos 

veterinários responsáveis pelo caso. 

 

O principal benefício relacionado com a participação do seu animal é ajudar a trazer 
informações importantes sobre um tratamento adjuvante para animais com diversos tipos de 
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doenças,de forma que o conhecimento que será construído a partir desta pesquisa possa auxiliar 
os colegas médicos veterinários durante a prática médica.  

As informações obtidas através dessa pesquisa serão confidenciais e asseguramos o sigilo sobre 

sua participação. 

 

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

pesquisa. 

 

Você receberá uma cópia deste termo onde consta o telefone e o endereço institucional do 

pesquisador principal e da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) , podendo tirar suas 
dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento. Os dados não serão 

divulgados de forma a possibilitar sua identificação. 

 

_____________________________________ 

Fabíola de Oliveira Paes Leme 

Escola de Veterinária da UFMG - (31) 3409-2227 

Av. Antônio Carlos, 6627 - Pampulha 

31270-901 - BELO HORIZONTE - MG 

 

Declaro que entendi os objetivos, riscos e benefícios de minha participação na pesquisa e 
concordo em participar. Concordo na utilização das fotos do animal na apresentação da pesquisa 

e possíveis publicações. 

 

___________________________________________ 

Sujeito da pesquisa 

Escola de Veterinária da UFMG 
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Unidade Administrativa II ( Prédio da FUNDEP ) 

Segundo Andar, Sala 2005 

Av. Antônio Carlos, 6627 - Pampulha 

31270-901 - BELO HORIZONTE - MG 

TEL.: 31 3409-4516  
Horário de atendimento: de 9:00 às 12:00 e de 14:00 às 17:00 

 

 

 

 


