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RESUMO

O comportamento de constituintes bioquimicos sanguineos (glicose, fibrinogénio, creatina fosfoquinase e
gama-glutamiltransferase) foi monitorado, in vivo, em 12 equinos mesti¢os (seis machos e seis fémeas),
com idade entre 4 e 20 anos, submetidos a ozonioterapia. O tratamento foi realizado mediante
administragdo de 500 ou 1000mL da mistura de oxigénio-0zonio (O,-O;) por via intravenosa, a cada trés
dias, durante 24 dias. Os equinos foram distribuidos em quatro grupos: MT500 constituido por trés
machos tratados com 500mL; MT1000 por trés machos tratados com 1000mL; FT500, por trés fémeas
tratadas com 500mL e FT1000, por trés fémeas tratadas com 1000mL. A ozonioterapia por via
intravenosa ndo ocasionou alteragdes clinicas nos equinos. Os valores médios minimos ¢ maximos de
glicose, fibrinogénio, creatina fosfoquinase e gama-glutamiltransferase mantiveram-se dentro d os limites
de referéncia para a espécie equina. Houve diminui¢cdo nas concentragdes da glicose e gama-
glutamiltransferase ao longo dos periodos de aplicagdo e aumento nos valores do fibrinogénio. A creatina
fosfoquinase ndo sofreu efeito do tratamento.
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ABSTRACT

The profile of blood biochemistry variables (glucose, fibrinogen, creatine phosphokinase, and gamma
glutamyltransferase) was in vivo monitored in 12 crossbred horses (six males and six females), aging
from four to 20-years-old treated with ozone therapy. Treatments were carried out by applying 500 or
1000mL of the mixture oxygen-ozone (O-Oj3) via intravenous route, every three days, during 24 days.
Horses were assigned to four groups: MT500 (three males given 500mL), MT1000 (three males given
1000mL), FT500 (three females given 500mL) and FT1000 (three females given 1000mL). Ozone therapy
by intravenous route caused no clinical changes in the horses. Minimum and maximum mean values of
glucose, fibrinogen, creatine phosphokinase, and gamma glutamyltransferase were within the range
considered as normal reference for the equine species. There was decrease in glucose and gamma
glutamyltransferase concentrations over the period of application, whereas fibrinogen increased and
creatine phosphokinase was not affected by the treatment.
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INTRODUCAO

Na medicina veterinaria, ha uma busca
incessante de formas alternativas de tratamento
economicamente viaveis e eficientes. A
ozonioterapia ¢ um exemplo, e ja vem sendo
amplamente utilizada na medicina humana na
Europa, na Asia e em Cuba (Scrollavezza et al.,
1997; Ogata e Nagahata, 2000; Hernandez e
Gonzalez, 2001). Atualmente, tem despertado o
interesse da medicina veterinaria nessas mesmas
regides ¢ em outros paises da América Latina e
nos Estados Unidos, como uma alternativa ou
complemento dos protocolos terapéuticos
tradicionais pela sua eficiéncia e baixo custo.

A ozonioterapia utiliza uma mistura de oxigénio-
0zonio (0,-03) mediante a passagem de oxigénio
puro por uma descarga elétrica de alta voltagem
e alta frequéncia. Apds penetrar no organismo, o
ozonio ¢ capaz de melhorar a oxigenacdo e,
consequentemente, o metabolismo corporal
(Recio del Pino et al., 1999). Possui propriedades
bactericida, fungicida e viricida, melhora as
propriedades hemorreologicas e a circulagdo
através dos capilares e ativa o sistema enzimatico
(Veranes et al., 1999; Giunta et al., 2001; Pérez
et al., 2003). Além disso, a reagdo do 0ozonio com
acidos graxos insaturados das membranas
celulares origina uma série de peroxidos
hidréfilos, que estimulam a formagdo de
substancias desoxigenantes, que, ao atuarem
sobre a oxiemoglobina, liberam oxigénio e,
consequentemente, aumentam sua
disponibilidade para os tecidos, favorecendo,
assim, a regeneragdo. Também reduz a agregacao
plaquetaria, além de atuar como antialgico, anti-
inflamatério e  estimulante do  sistema
reticuloendotelial (Hernandez e Gonzalez, 2001).

Em humanos, a ozonioterapia pode ser realizada
por via intravenosa, intramuscular, subcutanea e
intra-articular, e por insuflagdo vaginal e retal.
Pode ainda ser aplicada na forma de auto-
hemotransfusdo  (extragdo e  ozonizagdo
extracorporea do sangue, que posteriormente é
administrado ao paciente) e como tratamento
topico (com gas ou 6leo ozonificado) (Veranes et
al.,, 1999). Na pratica veterinaria, as vias de
aplicagdo mais comumente utilizadas sdo a
topica e a intramamaria (Ogata e Nagahata,
2000; Camps Ramirez et al., 2003). A via
respiratoria ndo estd indicada, ja que pode
ocasionar lesdes endoteliais, aumento da
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permeabilidade e inflamagdo local (Noa et al.,
1989).

Em equinos, ha relatos da sua aplicagio em
afec¢des locomotoras como na sinovite da bursa
do osso navicular, na osteoartrite da articulacdo
interfalangiana distal e na tendinopatia no local
de insercdo do tenddo do musculo flexor digital
profundo (Pastoriza, 2002), em tratamento de
processos isquémicos (Alves et al., 2004) e na
diminuicdo dos efeitos negativos do metabolismo
aerdbico/anaerdbico em condigdes de maximo
esforco em animais de corrida (Scrollavezza et
al., 1997). Neste ultimo, tem-se utilizado um
protocolo de aplicacdo a cada trés dias. Segundo
Alves et al. (2004), a utilizagdo do ozbénio ¢ uma
possivel alternativa no tratamento de equinos
acometidos por abdome agudo, j4 que as
propriedades bioquimicas do 0zonio induzem a
modulagdo de enzimas antioxidantes, o que leva
a um efeito conservador do trato gastrintestinal.

Ainda ¢ escassa a literatura cientifica a respeito
dos efeitos da ozonioterapia sobre variaveis
bioquimicas na espécie equina. Informagdes
disponiveis s3o encontradas para as células
vermelhas em humanos (Bocci, 2004), células
brancas em bovinos (Ogata e Nagahata, 2000;
Ohtsuka et al., 2006) e plaquetas em cobaias
(Wright et al., 1994) submetidas ao tratamento
com a mistura do gas. Em equinos, um dos raros
trabalhos disponiveis avaliou o efeito da
aplicagdo de  ozonio, mediante  auto-
hemotransfusio, sobre o lactato de animais de
corrida (Scrollavezza et al., 1997). Nesse sentido,
o objetivo deste trabalho foi monitorar o
comportamento apresentado por  alguns
constituintes bioquimicos sanguineos (glicose,
fibrinogénio, creatina fosfoquinase e gama-
glutamiltransferase) em equinos durante a
ozonioterapia por via intravenosa.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 equinos mestigos de Quarto-
de-Milha com Puro-Sangue Andaluz e de
Quarto-de-Milha com Puro-Sangue Peruano,
sendo seis machos e seis fémeas, com idade entre
quatro e 20 anos (média de 11 anos). Os
seguintes critérios foram utilizados para a
escolha desses animais: mostrar-se clinicamente
higido durante a realizacdo do exame fisico,
apresentar  variaveis hematologicas e da
bioquimica sanguinea dentro dos valores
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considerados de referéncia para a espécie equina
e, no caso das fémeas, ndo estar gestante nem
lactante.

Apds a selecdo, para receber a aplicagdo do
0zOnio, os animais foram semiconfinados em
baias abertas, anexas a um pequeno piquete, €
alimentados com feno de capim-estrela e ragéo.
A agua foi oferecida a vontade. Todos os animais
foram vermifugados 30 dias antes do inicio do
experimento. As baias foram cobertas de forma
que os equinos ndo ficassem expostos ao sol, o
que reduziu a possibilidade de estresse térmico e
de modificagdes nas frequéncias cardiaca e
respiratoria.

Antes de instituir a ozonioterapia, foi necessario
sensibilizar os equinos ao 0zonio, o que foi feito
utilizando-se a técnica descrita por Scrollavezza
et al. (1997). Para tal, foram colhidos 250mL de
sangue da veia jugular externa em bolsas de
flebotomia, contendo o anticoagulante citrato de
sodio a 3,8%. Em seguida, o sangue foi
ozonizado com 250mL de ozdnio (Tab. 1) em
concentragdo de 30mcg/mL. O aparelho
ozonizador, da marca Meditrénica®', foi

conectado a um tanque portatil de oxigénio de
2000Lb. Imediatamente apds a ozonizagdo ex
vivo do sangue, realizou-se a  auto-
hemotransfusdo. Apo6s trés dias da sensibilizagdo,
foi iniciado o tratamento dos animais com a
mistura oxigénio-ozonio diretamente por via
intravenosa, utilizando como veiculo para
aplicacdo 250mL de solugao salina a 0,9%.

Foram realizados dois tratamentos: o T500, com
seis animais, trés fémeas (F) e trés machos (M),
que receberam o volume maximo de 500mL da
mistura do gas (Tab. 1) e o T1000, também com
seis animais (3F e 3M), que receberam uma dose
crescente de O,-O;, até o volume maximo de
1000mL (Tab. 1). As aplicagcdes ocorreram a
cada trés dias, perfazendo um total de oito
aplicagdes por tratamento. Nesse sentido, foram
formados quatro grupos: MT500 formado por
trés machos tratados com 500mL; FT500, por
trés fémeas tratadas com 500mL; MT1000 por
trés machos tratados com 1000mL e FT1000 por
trés fémeas tratadas com 1000mL. A dose final
de ozonio recebida foi de 35 e 70mcg/kg nos
tratamentos com 500 ¢ 1000mL da mistura O,-
0;, respectivamente.

Tabela 1. Protocolo de ozonioterapia utilizado nos equinos durante a sensibilizacdo (auto-
hemotransfusdo) e tratamentos (via intravenosa), nos diferentes periodos de aplicagdo

Sensibilizagao Tratamento (T) com 500mL da mistura O,-O; PO
(AHT) (T500)
Periodo Tempo (dias) 3 9 12 15 18 21 24 27
Pré- 250mL (0-0,) 0,-0; 500 500 500 500 500 500 500 -
ozo_nlza(;éo Tratamento (T) com 1000mL da mistura O,-O;
(dia zero) (T1000)

Tempo (dias) 3

| 250mL (O,-O3) 0,-0, 00

9 12 15 18 21 24 27
1000 1000 1000 1000 1000 1000 -

AHT: auto-hemotransfusdo ozonizada; PO: periodo p6s-ozonizagao.

Todos 'os animais foram submetidos a exame
fisico diario, sendo avaliados frequéncias
cardiaca e respiratoria, temperatura retal, tempo
de enchimento capilar e coloragdo das mucosas.
Adicionalmente, amostras de sangue foram
colhidas para obtengdo de soro e plasma para a
determinacdo das concentragcdes de glicose, do
fibrinogénio e das enzimas creatina fosfoquinase
(CK) e gama-glutamiltransferase (GGT). Esses
constituintes bioquimicos foram analisados antes
(tempo 0) da sensibilizagdo dos animais,
imediatamente antes de cada sessdo da
ozonioterapia, ¢ 1, 6 e 24 horas depois. Uma

! Acupuntura de Equinos - Medellin, Colombia.
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nova mensuragdo foi realizada trés dias apos o
término dos tratamentos, aos 27 dias (Tab. 1).

Para a determinagdo das concentragdes de
glicose, CK ¢ GGT, foram colhidos 10mL de
sangue em tubos de vidro a vacuo, sem
anticoagulante, por puncdo da veia jugular
externa. Essas amostras foram submetidas a
sedimentacdo em temperatura ambiente por 30
minutos e, posteriormente, a centrifugacdo a
2054 x g durante 10 minutos, para a obtencéo do
soro. A concentragdo do fibrinogénio foi
determinada mediante a colheita de SmL de
sangue em tubos de vidro a vacuo contendo o
anticoagulante citrato de sodio (3,8%). A
amostra foi centrifugada por 10 minutos a
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2054 x g para a obteng¢do do plasma, que foi
transferido para tubos de polietileno.

Para a determinacdo do fibrinogénio (mg/dL)
utilizou-se o aparelho Humaclot Duo’ e, para a
analise da glicose (mg/dL), CK (U/L) e GGT
(U/L), kits especificos para cada variavel. A
leitura foi realizada sob o fundamento de
quimica seca, mediante fotometria de refletancia,
utilizando o aparelho da marca Reflotron®”.

O comportamento das variaveis bioquimicas ao
longo do periodo experimental foi monitorado
por meio do grafico de X barra de Shewhart
(0=0,0027) para cada grupo.

A comparagdo entre os grupos experimentais foi
baseada nos limites inferior (LIC) e superior
(LSC) de controles. Os grupos que apresentaram
médias dentro desses limites foram considerados
semelhantes, sendo essas variagbes de ordem
aleatoria. As médias situadas acima do LSC ou
abaixo do LIC indicaram que o grupo
experimental apresentou diferenca em relagdo
aos demais, para a=0,0027, no respectivo dia de
avaliagdo. O efeito ou n3o do periodo de
aplicagdo sobre os valores das varidveis
bioquimicas foi medido pelo teste Durbin-
Watson (a=0,05), ao acusar uma autorrelacdo de
dependéncia ou independéncia, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nenhum momento do periodo experimental,
os animais demonstraram incomodo ou alteracao
do comportamento durante a ozonioterapia.
Além disso, apresentaram valores de variaveis
fisicas considerados de referéncia para a espécie.
Os valores médios de temperatura corporal,
frequéncia cardiaca e respiratoria foram de
37,01°C, 34bpm e de 24 respiragdes/minuto,
respectivamente. As mucosas permaneceram
réseas e com aspecto umido, e o tempo de
enchimento capilar foi inferior a dois segundos.

As médias dos valores minimos (77,75mg/dL) e
maximos (102,75mg/dL) obtidos para a
concentragdo de glicose durante a ozonioterapia
encontraram-se dentro do intervalo considerado
de referéncia (75-115mg/dL) para a espécie

*Comercializadora de Productos para Laboratorios Ltda. -
Santafé¢ de Bogota, Colombia.
*Boehringer Mannheim Corporation - Indianapolis, EUA.
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equina (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997).
Observou-se decréscimo (P<0,05) na
concentragdo da glicose (Fig. la) a partir da
primeira aplicacdo do o0zOnio para os grupos
MT500 e MT1000. A partir da quarta aplicagdo,
os grupos experimentais MT1000 e FT500
apresentaram médias semelhantes (P>0,0027),
enquanto MT500 e FT1000 apresentaram médias
abaixo (P<0,0027) do LIC. No 10° periodo (Fig.
la), os quatro grupos convergiram para valores
proximos.

A reducdo da glicose pelo ozbnio pode ser
decorrente de glicolise, ja mencionada por Bulies
(1996) em humanos. Segundo Viebahn (1985),
além da via glicolitica normal da hexoquinase, a
transformagdo metabodlica da glicose induzida
pelo ozonio acontece por meio da via do ciclo
das pentoses. Outro aspecto que pode ser
mencionado é o aumento da atividade muscular,
que, segundo Mutis-Barreto e Pérez-Jimenez
(2005), resulta em glicolise ao induzir o trabalho
muscular cardiaco.

Nos grupos avaliados, as médias dos valores
minimos (114,75mg/dL) e maximos
(159,53mg/dL) obtidos para a concentracdo do
fibrinogénio durante a ozonioterapia
encontraram-se dentro do intervalo considerado
de referéncia (100-400mg/dL) para a espécie
equina (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997).
O comportamento da concentragio de
fibrinogénio foi semelhante (P>0,0027) nos
quatro grupos, para a maioria das aplicagdes
(Fig. 1b), com efeito positivo (P<0,05) do tempo.
No entanto, a oscilagdo aleatoria nessa variavel
foi maior em relacdo aquela da glicose. Talvez,
por isso, os grupos FT500 e MT1000 tenham
diferido (P<0,0027) para menos e para mais dos
grupos FT1000 e MT500, respectivamente.

O aumento (P<0,05) na concentragdo do
fibrinogénio em fungdo do tempo, com
flutuagdes principalmente no periodo
intermediario das aplicagdes, reflete um efeito
transitorio consequente da administragdo da
mistura do gas, como também encontrado por
Verrazo et al. (1995), ao realizarem cinco
aplicagdes de  ozbnio, mediante auto-
hemotransfusdo em pacientes humanos com
doenga arterial oclusiva periférica. Esses autores
relataram que os efeitos nessa proteina ndo eram
mais observados 24 horas ap6s a administragdo
do ultimo tratamento. Essa resposta pode ser
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decorrente de uma alteragdo transitoria na
estrutura molecular do fibrinogénio, em razdo da
presenca momentanea de radicais livres
derivados da acdo da ozonioterapia. Segundo
Senior et al. (1986), esse aumento ¢ importante
nos processos de cicatrizagdo. Nesse sentido, o
tratamento topico com ozOnio esta sendo
utilizado para a redugdo do tempo de retragdo de
feridas em diferentes espécies (Sanchez et al.,
1998; Matsumoto et al., 2001; Camps Ramirez et
al., 2003).

As médias dos valores minimos (141,83U/L) e
maximos  (298,84U/L) obtidos para a
concentragdo da CK durante a ozonioterapia

encontram-se dentro do intervalo considerado de
referéncia (60-330U/L) para a espécie equina
(Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997).
Entretanto, nenhuma tendéncia (P>0,05) foi
observada ao analisar essa variavel bioquimica
(Fig. 2a), cujas médias fora do padrdo das demais
(P<0,0027) podem ser devidas a reagdes
espontdneas  dos  animais. Durante a
ozonioterapia, as médias dos valores minimos
(5,37U/L) e maximos (27,94U/L) obtidos para a
concentragdo da GGT também se encontraram
dentro do intervalo considerado de referéncia (4-
44U/L) para a espécie equina (Meyer et al.,
1995; Kaneko et al., 1997), independentemente
do grupo avaliado.
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Figura 1. Médias das concentragdes de glicose (mg/dL)(a) e fibrinogénio (mg/dL)(b) em MT500 (machos
tratados com 500mL), FT500 (fémeas tratadas com 500mL), MT1000 (machos tratados com 1000mL) e
FT1000 (fémeas tratadas com 1000mL), ao longo das aplicagcdes do ozdnio. LSC: limite superior de
controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle (Aplicagdes 1-9). Periodo zero: corresponde
ao inicio do experimento, em que os animais ainda ndo tinham sido expostos a mistura do gas. Periodo 1:
sensibilizacdo dos animais. Periodo 10: reflete valores médios dos resultados de amostragens obtidas trés

dias apds a ultima aplicacdo do ozodnio.
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A redugdo (P<0,05) na concentragdo da GGT,
exceto no grupo MT500, ao longo do periodo de
aplicacdo, resultou em médias semelhantes
(P>0,0027), a partir da quarta aplicacdo (Fig.
2b). A avaliagdo dessa varidvel também ¢
importante no diagndstico e acompanhamento do
trabalho muscular. O aumento nos niveis séricos
de GGT pode estar associado a sobrecarga no
treinamento de equinos. Animais com baixo

rendimento podem apresentar aumento de até
quatro vezes na concentragdo de GGT, sem que
haja evidéncia laboratorial de problema hepatico.
Segundo Hinchcliff et al. (2004), a fonte dessa
atividade elevada ainda ¢ incerta; porém, nota-se
retorno aos niveis de referéncia com 30 a 60 dias,
caso ndo haja outro estimulo para a sua
produgdo.
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Figura 2. Médias das concentra¢des da CK (U/L) (a) e GGT (U/L) (b) em MT500 (machos tratados com
500mL), FT500 (fémeas tratadas com 500mL), MT1000 (machos tratados com 1000mL) ¢ FT1000
(fémeas tratadas com 1000mL) ao longo das aplicagdes do ozonio. LSC: limite superior de controle, LM:
limite médio, LIC: limite inferior de controle (Aplicagdes 1-9). Periodo zero: corresponde ao inicio do
experimento, em que os animais ainda ndo tinham sido expostos & mistura do gas. Periodo 1:
sensibilizacdo dos animais. Periodo 10: reflete valores médios dos resultados de amostragens obtidas trés

dias apo6s a ultima aplicag@o do ozonio.
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O aumento temporario na concentragdo da GGT
pode estar relacionado ao aumento no débito
cardiaco ocasionado pelo o0zonio, mencionado
por Bocci (1994) como decorrente do aumento
da pressdo arterial devido a liberagdo do o6xido
nitrico pelas células endoteliais. Segundo
Birchard (1997), a elevagdao da pressdo pode
resultar em aumento no fluxo sanguineo para o
coracdo e, consequentemente, do trabalho
exercido pelas fibras musculares cardiacas. A
estabilizagdo dos valores médios nos animais
deste estudo pode ser decorrente do
condicionamento cardiomuscular dos equinos.
Essa adaptacdo ao estresse oxidativo causado
pelo ozonio ¢ descrito por Sunnen (1988) e Bocci
(2004), sendo fundamental que as aplicagdes
sejam administradas de forma continua e lenta e
nas concentracdes adequadas (10-80mcg/mL),
como mencionado por Plopper et al. (1994).

CONCLUSOES

A exposi¢ao de equinos sadios a 500 ¢ 1000mL
da mistura terapéutica de o0z6nio, mediante
administragdo  intravenosa, ndo  acarreta
alteragdes clinicas avaliadas por temperatura
corporal, frequéncias cardiaca e respiratoria,
coloragdo das mucosas e tempo de enchimento
capilar. A ozonioterapia diminui discretamente
os valores de gama-glutamiltransferase, sendo de
valor em animais submetidos a exercicios
extenuantes. Entretanto, como a terapia por
0zonio também ocasiona discreta diminui¢do na
concentragdo da glicose, deve-se monitorar a
glicemia nos animais durante a sua
administragdo. A ozonioterapia  aumenta
discretamente os valores de fibrinogénio em
equinos, podendo ter efeito benéfico nos
processos cicatriciais. A creatina fosfoquinase
nao sofre efeito da ozonioterapia por via
intravenosa.
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