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RESUMO

Os esportes equestre tem grande importancia na economia brasileira. A Procura
incessante por melhores resultados, incentivam uma busca continua no
aperfeicoamento dos treinamentos e na suplementacdo. O melhoramento genético
constante juntamente com as terapias que proporcionem uma melhora no
desempenho atlético, sem ser constituido como doping. A ozonioterapia € uma
forma de tratamento que vem sendo utilizado na medicina equina como terapia em
diversas afecc¢Bes clinicas. Seu uso ndo é classificado como doping e existem
relatos que promovem uma mudanca no perfil hematolégico levando ao aumento no
desempenho. Com a presente pesquisa foi avaliado a influéncia da auto-
hemoterapia maior ozonizada e da ozonioterapia por insuflacéo retal nos parametros
hematoldgicos dos equinos. O estudo foi composto por dez equinos que receberam
os tratamentos de auto-hemoterapia maior ozonizada (cinco animais) e insuflagéo
retal ozonizada (cinco animais), foram coletadas amostras de sangue nos tempos
TO, antes dos animais serem submetidos aos tratamentos, e apos a realizacdo dos
tratamentos experimentais em, T1 24 hora horas apds secdo com ozénio, T2 3 dias
apos secdo com o 0zdnio, T3 7 dias apds secdo com o ozbnio e T4 10 dias apos a
secdo com o ozbnio, em ambas terapias (auto-hemoterapia maior ozonizada e
insuflacdo reta), essas amostras foram enviadas ao laboratério para realizacdo de
hemograma completo, as variaveis foram tabuladas e submetidas a analise
estatistica. Concluiu-se que os tratamentos promoveram um incremento positivo na
hematologia dos animais, tanto o tratamento da auto-hemoterapia maior ozonizada

como a insuflacéo retal com ozbnio.

Palavras-chave: ozénio, hematologia, insuflacéo retal, auto-hemoterapia,
equinos.



ABSTRACT

Equestrian sports are of great importance in the Brazilian economy. The incessant
search for better results encourages a continuous search for training improvement
and supplementation. Constant genetic improvement coupled with therapies that
provide an improvement in athletic performance without being doping. Ozone therapy
is a form of treatment that has been used in equine medicine as therapy in various
clinical conditions. Its use is not classified as doping and there are reports that
promote a change in hematological profile leading to increased performance. The
present study evaluated the influence of major ozone authohemotherapy and rectal
insufflation ozone therapy on hematological parameters of horses. The study
consisted of ten horses that received the major ozone autohemotherapy (five
animals) and rectal ozone insufflation (five animals) treatments. Experimental
treatments were performed at T1 24 hours after ozone section, T2 3 days after ozone
section, T3 7 days after ozone section and T4 10 days after ozone section at both
therapies (autohemotherapy). ozone and straight insufflation), these samples were
sent to the laboratory for complete blood count, the variables were tabulated and
submitted to statistical analysis. It was concluded that the treatments promoted a
positive increase in the hematology of the animals, both the treatment of the major

ozone autohemotherapy and the rectal ozone insufflation.

Keywords: ozone, hematology, rectal insufflation, autohemotherapy,
horses. ABSTRACT
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1 INTRODUCAO

A equinocultura tem grande importancia na economia brasileira, dentro das inimeras
modalidades esportivas a busca por melhores resultados, incentivam pesquisas em
diversas areas da medicina veterinaria (MAPA, 2016). Segundo a Federacao
Equestre Internacional (FEI) é vetada a utilizacdo de farmacos que promovam
aumento do desempenho em todo o mundo, e € reconhecido como doping, proibido

em todas as modalidades esportivas (FEI,2019 ).

O doping é definido como a administracéo ilegal de qualquer agente ou substancia
em animais de competicdo para uma finalidade especifica, que altere seu

desempenho fisico em um evento esportivo (Rodriguez et al., 2004).

O exercicio fisico compreende como um fator estressante porem fisiolégico. Sendo
assim as analises laboratoriais sdo ferramentas de suma importancia para o
acompanhamento dos equinos atletas os valores hematoldgicos sao utilizados com o
intuito de avaliar o grau de condicionamento e estado clinico dos animais. Esses
valores tém como finalidade estabelecer uma relacdo entre desempenho dos
animais em treinamento e capacidade atlética dos mesmos. (Balarin et al.,2005;
Ferraz et al., 2010; Lima de Miranda et al.,2011).

Algumas terapias alternativas podem ser utilizadas sem entrar na lista de
medicacdes e procedimentos considerados doping: uma delas é a utilizacdo da auto-
hemoterapia maior ozonizada e a ozonioterapia por insuflacdo retal. Neste contexto,
a realizacdo de pesquisas para mensurar e comprovar a eficiéncia destes

procedimentos € de suma importancia ha medicina veterinaria .

A ozonioterapia é uma alternativa de custo acessivel. Tem sido utilizada
frequentemente em diversas espécies; dentre elas os equinos. Ha relatos da sua
aplicacado em afeccdes locomotoras como na sinovite, osteoartrite e na tendinopatia,
tratamento de processos isquémicos, reduzindo os efeitos negativos do metabolismo
aeroObico/anaerdbico em animais de alto desempenho tratamentos de afec¢bes do
sistema reprodutor feminino como metrites, utilizados também no tratamento de
mastite por via intramamaria e na forma tépica associados a pastas em lesdes

7

cutaneas. A via respiratoria ndo € indicada, jA que pode ocasionar lesdes
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endoteliais, aumento da permeabilidade e inflamacdo local (NOA et al.,, 1989;
Scrollavezza et al., 1997; Pastoriza, 2002; Camps Ramirez et al., 2003; Alves et al.,
2004; Haddad et al.,2009).
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2 PROBLEMATIZACAO

Os cavalos de esporte sdo animais de alto rendimento bem preparados e
condicionados para atividades esportivas de alta intensidade. A exigéncia desses
animais durante os treinamentos e competicdes, fato que os torna suscetiveis ao
desenvolvimento de lesdes musculares ou traumaticas. A utilizacdo de farmacos em
animais que venham apresentar alguma afec¢cdo antes ou apds as competicdes,

podem ser consideradas como causadoras de doping.



14

3 HIPOTESE

O uso do ozbdnio promovera uma alteracdo hematologica em equinos que pode

justificar a melhora no desempenho atlético de animais submetidos a este

tratamento.
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4 JUSTIFICATIVA

A ozbnio terapia € uma promissora abordagem terapéutica, visto que nao é
considerada atualmente um agente causador de doping. No presente momento, o
0z6nio é aplicado em uma gama de lesbes musculo esqueléticas traumaticas ou
ndo. A sua aplicabilidade para potencializar o desempenho dos equinos ainda é
pouco elucidada, portanto, fazendo-se necessario a avaliagdo hematoldgica perante
a utilizacéo do gas.
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5 OBJETIVOS
5.1 GERAL

Verificar a influencia da auto-hemoterapia maior ozonizada e a ozonioterapia por
insuflacéo retal e suas possiveis alteracdes hematolégicas em equinos, buscando

padronizar valores de referencia para utilizacdo dessas terapias.

5.2 ESPECIFICOS

Avaliar a ocorréncia de alteracdes hematoldgicas em equinos submetidos a auto-

hemoterapia maior ozonizada e ozonioterapia por insuflacéo retal.
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6 REFERENCIAL TEORICO
6.1 EQUINOS

O cavalo (Equus caballus) € uma mamifero pertencente a ordem Perissodactyla a
qual as antas e rinocerontes fazem parte tendo como caracteristica longas patas e
apenas um dedo em cada pata a sua é familia Equidae a mesma das zebras asnos,
0 seu género € Equus animais quadrupedes, seus dentes molares e pré-molares
apresentam mesas dentarias mais desenvolvidas. Desde os primordios da histéria o
cavalo tem um papel importante, porem houve uma demora na sua domesticagdo
comparado com os demais animais, ha relatos da sua primeira domesticacdo na
Asia Central no ano 3.000 a.C depois no Egito, Grécia e nos paises Arabes. Apds
domesticacao ele teve uma participacao singular ao lado do homem na historia: no
desenvolvimento dos povos, sendo utilizando no transporte de cargas e pessoas,
nas guerras, tracao, agricultura, na agropecuaria e no lazer (Alves Carrijo Junior et,al
2016)

No Brasil o cavalo chegou em 1534 acompanhado por Martins Afonso de Souza na
cidade de Séo Paulo depois em Pernambuco 1535 com Duarte Coelho e na Bahia
1549 por Tomé de Souza, no século XVII foi inserido na agricultura substituindo os
bovinos nas atividades de aracéo e transporte, com a modernizacdo da agricultura e
o melhoramento dos transporte no século XIX, os equinos deixaram de ser tao
utilizados no trabalho agricola e transporte, passando a ser utilizado como lazer e
nos esportes equestres. Hoje o rebanho brasileiro esta em quarto lugar a nivel
mundial perdendo para Estados Unidos, China e México e abaixo do Brasil esta a
Argentina (Alves Carrijo Junior et,al 2016; MAPA2019).

No Brasil as modalidades esportivas equestres seguem as seguintes linhas: hipismo
classico, hipismo rural, equitacdo de laser e terapéutica. O hipismo classico teve
inicio entre 1500 e 1900 pelos os militares das cavalarias na Europa foi apresentado
nos jogos olimpicos em 1900 passando a ser reconhecido como esporte olimpico
em 1912 nas olimpiadas de Estocolmo, ja o hipismo rural iniciou entre 1970-1990,
com a lida do gado nas fazendas foi se estendendo a brincadeiras entre fazendas e
nos bairros vizinhos nas exposicbes com o0 crescimento dessas competicdes 0s

cavaleiros se juntaram para montar um regulamento trazendo mais seriedade as
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competicdes do hipismo rural. A equitagdo de laser € mais um passeio em trilhas ou
ate mesmo em hotéis fazendas a equitacéo terapéutica vem sendo cada vez mais
estudada para estimulo motor de pessoas com dificuldades locomotoras e algumas

restricbes psiquiatricas (Dacosta, et,al 2006; Alves Carrijo Junior et,al 2016)

O movimento econdmico na equinocultura se baseia na venda de racéo, feno,
medicamentos veterinarios no comercio de materiais para equitacdo, mao de obra
de tratadores, treinador e ferrador (MAPA, 2019).

A equinocultura brasileira € movimentada tanto pelos os animais destinados aos
servicos do agronegécio, como também o0s esportes equestres em diversas
modalidades esportivas. H& um maior numero de equinos com atribuicbes ao
trabalho no campo, porem esses animais possuem um valor zootécnico menor,
quando comparados aos animais de competicbes. Os equinos designados aos
esportes equestres tem uma maior atencéo e cuidados veterinarios, por ter um alto
valor zootécnico, estdo expostos a constantes desafios, pois sdo submetidos a
viagens longas e tem um maior contato com diferentes animais de diferentes lugares
e temperaturas, podem disseminar doencas e até mesmo se machucar durante o
transporte além de ter grandes chances de queda na imunidade por estarem

expostos a desafios continuos (MAPA, 2016).

6.2 DOPING

O doping é caracterizado pelo o uso de substancias ou métodos que altera a
resposta do corpo junto a um estimulo proibido em qualquer competicdo. A FEI
(Federacdo Equestre Internacional) com as associacdes equestres que visam alterar
o estado fisico e mental dos equinos competidores, com o propésito de ampliar o
rendimento dos mesmos, fica proibido o uso de substancias que mascaram o uso de
outras substancias. Tem como objetivo preservar a integridade fisica do animal e
transmitir uma transparéncia nas provas concursos e competicées equestres (FEI,
2019; ABQM, 2019)

Os cavalos que se destacam nas provas equestres tem um valor zootécnico superior
ao demais animais, levando a uma maior valorizagdo nas suas coberturas (venda
dos seu semem ou 6vulos). Durante as competicdes a fatores que iram interferir o

seu desempenho, estresse por estar em local diferente da sua rotina, na maioria das
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vezes eles tem passado um longo tempo embarcado (viagens longas), muitos
estimulo sonoros, mudanca brusca do clima, pode ocorrer traumas musculos
esqueléticos devido as instalacbes inadequadas essas condicbes acarreta a
elevacdo do nivel de estresse favorecendo a reducdo do seu desempenho (MAPA,
2016).

Segundo a FEI é vetada a participacdo do animal que obter qualquer tipo de
medicacdo ao decorrer do evento seja por indicacdo do meédico veterinario oficial ou
ndo, em situagdes que se faz necessario o uso de algum medicamento este animal

sera retirado da competicao (FEI, 2019).

Substancias divididas em grupos que agem no sistema nhervoso central,
cardiovascular, respiratério, endécrino, reprodutor, digestivo, secre¢des endocrinos e
farmacos, que atuam como analgésicos antipiréticos e antinflamatorios os

medicamentos citotoxicos sdo apontadas como doping (ABQM, 2019; FEI, 2019).

Qualquer proval/esporte oficial tem o direito & requerer exame antidoping dos animais
classificados em primeiro e segundo lugar ou independente da sua classificacdo em
eventos oficiais, o proprietario e treinador deve auxiliar o medico veterinario
designado pela a associacdo de criadores em questdo na coleta de material como
sangue e urina para que seja realizado o exame, o laboratério destinado ao envio
para analise quimica é definido pela associacdo de criadores, 0s responsaveis pelo
animal como treinador apresentador e proprietario deve estar junto com o médico
veterinario no momento da coleta do material ate que este material seja embalado e
enviado para analise. Os animais que tiver resultados positivos para o doping sera

punido com perda das premiagdes e multas (FEI, 2019).

6.3 OZONIO

O ozobnio € um gas na forma de tri atbmica de oxigénio que vem sendo empregado
como terapia desde o século XIX, tendo seu primeiro relato do uso para o tratamento
de feridas cuténeas dos soldados da Primeira Guerra Mundial. O mesmo tem carater
bactericida fungicida e viricida, além de melhorar as propriedades hemorrealdgicas.
Desta forma a ozonioterapia pode ser empregada em protocolos terapéuticos e
complementar nos tratamentos de diversas afeccdes. Pesquisas revelam que séo

realizados mais de 10 milhdes de tratamento com 0z6nio em todo o mundo e que
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nos paises onde é empregado, houve reducédo do uso de antibiéticos e analgésicos
(Haddad et al.,2009; Bocci, 2011)

E produzido artificialmente através de um gerador que produz o ozonio através da
passagem do oxigénio puro sofrendo descargas elétricas de alta voltagem e alta
frequéncia, ocorrendo a ruptura de moléculas de oxigénio os atomos separados se
combinam com outras moléculas de oxigénio. Sua forma natural esta presente a
cerca de 10 a 50 km da superficie terrestre onde forma uma camada protetora, ele é
formado naturalmente na presenca de radiacdo ultravioleta (Didz Hernandez;
Gonzéle z, 2001; Franken, 2005; SILVA et al. 2008HOLMES, 2011).

Para a producéo artificial deste gas é necessario um gerador medicinal, que produz
uma carga elétrica de 15000 volts, é aplicado ao oxigénio medicinal, ocorrendo a
producéo do 0zbnio pela conjugacao de moléculas livres de oxigénio a um atomo do

mesmo gas (Kunz et al. 1999).

O o0z6nio em contato com o0 sangue produz uma reacgao e diferente do oxigénio, 0
ozbnio é um gas ativo e reage quando entra em contato com qualquer fluido
bioldgico, tendo maior afinidade com acidos graxos poli-insaturados, proteinas
antioxidantes como acido ascorbico e glutationa. Nas reacbes com biomoléculas é
produzido uma molécula de espécie reativa de oxigénio e duas moléculas de
produtos de oxidacdo lipidica, as moléculas reativas de oxigénio agem
imediatamente, reagindo com os eritrécitos disponiveis na corrente sanguinea. Isso
€ denominado de reacdo de fase inicial, os produtos de oxidacdo lipidica s&o
distribuidos nos tecidos, atuando nas moléculas receptoras localizadas em
diferentes locais do organismo, passando por uma diluicdo acentuada no sistema

circulatério, denominando de reacédo de fase tardia (Bhatt, et, al 2016;).

Segundo Bocci V.(2006) dos beneficios 0 0zonio possui alto potencial oxidante € um
otimo desinfetante tendo efeito bactericida pela a oxidagdo do material bioldgico,
melhora a disponibilidade e entrega de oxigénio glicose e ATP nos tecidos
isquémicos, aumento de células-tronco da medula Ossea no local da leséo
proporcionando angiogénese neovascularizagcdo e regeneragcdo tecidual, induz

regulacdo positiva da expressdo de enzimas antioxidantes e heme-oxigenase |
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melhora a oxigenagédo ampliando o condicionamento (Mehlman, Borek,1987; Recio
Del Pino, et al. 1999; Bhatt, et, al 2016).

Na parte superior do sistema respiratdério o 0zonio dente a ser toxico pois o trato
respiratério possui uma menor concentracao de antioxidantes, ja 0 sangue tem uma
guantidade adequada de antioxidante diminuindo completamente a toxicidade do
o0zO6nio, para a seguranca da terapia com o0z6nio e recomendavel a administracéo de
vitamina C, pois a mesma aumenta o nivel de antioxidante presente no corpo do
paciente ( Bhatt, et, al 2016; Sagai & Bocci, 2011 ).

6.3.1 OZONIOTERAPIA

Desde o século XIX, a ozonioterapia, € uma técnica que utiliza o ozénio como
agente terapéutico para diversas afeccdes, sendo, atualmente, uma pratica

aprovada em varios paises (Bocci, 1998).

A ozonioterapia é reconhecida pelo sistema de salde de muitos paises, como a
Alemanha, Franca, Itdlia, Russia, Australia, Suica, Poldénia, Ucrania, Egito, Grécia,
Cuba, e em 15 estados dos Estados Unidos. Pesquisas revelam que séo realizados
mais de 10 milhdes de tratamento com o0z6nio em todo o mundo e que nos paises
gue o seu uso € reconhecido houve reducao do uso de antibidticos e analgésicos
(Bocci, 2011).

Na medicina humana uso do 0zbnio como forma terapéutica pode ser aplicada por
via intramuscular, intravenosa, subcutanea e intra-articular ou também por insuflacéo
retal e vaginal. No tratamento de feridas cutaneas com gas ou 6leo ozonizado e a
auto-hemotransfusdo que se baseia na extracdo do sangue e 0zonizagao
extracorpdérea em seguida 0 sangue ozonizado e administrado no paciente (Veranes
et al., 1999).

Os possiveis efeitos bioldgicos provocados pela aplicacéo tépica de ozénio e auto-
hemoterapia maior ozonizada pode ser explicar a diminui¢do da fibrinogenemia e do
colesterol no plasma, aumento da glicélise, do ATP, do 2-3 di-fosfoglicerato e da
disponibilidade do oxigénio, com redugédo na taxa de sedimentagdo dos eritrocitos,

manutencao da pressao arterial e queda da pressao venosa. Nas plaguetas pode-se
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observar aumento de fatores de crescimento como TGFR e PDGF. Nos leucécitos
pode-se observar aumento do PGE2 (BOCCI, 1996).

Na medicina veterinaria as vias de administracdo mais habitual sdo topica e a
intramamaria, j& nos equinos possuem relatos em tratamentos de afeccdes
locomotoras, processos isquémicos e na reducdo dos efeitos negativos do
metabolismo aerdbico/anaerobico em condicbes de maximo esforco de animais
atletas (Scrollavezza et al., 1997; Pastoriza, 2002; Camps Ramirez et al., 2003;
Alves et al., 2004).

6.4 AUTO-HEMOTERAPIA

Auto-hemoterapia € uma pratica terapéutica de baixo custo, foi descrita pela primeira
vez por Wherli & Steinbart em 1954, baseia-se na extracdo de sangue por
venopungao e administrar 0 mesmo na musculatura ou intravenosa. Podendo ser
utilizada como auto-hemoterapia maior ou menor, auto-hemoterapia menor é
administrada por via intramuscular e a auto-hemoterapia maior é por intravenosa no
mesmo individuo com propdsito terapéutico. E uma técnica que vem despertando
interesse por médicos com o intuito de analisar o seu custo/beneficio para dai ser

mais utilizada como terapia (Sousa; 2009).

Segundo Bhatt et, al (2016) e demais defensores da técnica, a mesma provoca uma
maior producdo de macrofagos, fortalecendo o sistema de defesa do organismo e
eliminando bactérias, virus, células cancerosas e fibrinas. Essa reacao se da junto
do reconhecimento do sangue presente no tecido muscular pelo organismo como de
um corpo estranho, ou também dito como reconhecimento através do Sistema
Reticulo Endotelial (SRE). Logo, ha estimulo para que sejam produzidos e liberados
mais macréfagos para a corrente sanguinea (Bhatt et al., 2016).

Por outro lado, existem muitos que discordem dos beneficios alcangados com esse
tratamento, uma vez que pode provocar abscessos na pele, dores, edemas,
hematomas, infeccbes, além de outros problemas mais graves como coagulacao
intravascular disseminada e sangramento generalizado, segundo descreve o
Conselho Federal de Medicina, proibindo tal procedimento dentro da clinica humana
(ANVISA, 2007).
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Na Medicina Veterinaria, esse procedimento é mais comum, sendo relatado em
algumas afec¢des como tratamento em que é observado maior sucesso, sendo a
papilomatose cutanea um exemplo classico. Além da grande eficiéncia, € muito
adotada principalmente por produtores em bovinos pelo baixo custo (Bhatt et al.,
2016; Quessada, et, al.,2010).

Na literatura e escasso material referente aos efeitos da auto-hemoterapia maior nos
tecidos, 0 que se tem e a utilizacdo da auto-hemoterapia associada ao 0z6nio como
forma terapéutica e esses estudos discutem mais sobre os efeitos do ozonio nos

tecidos e ndo sobre a acédo da auto-hemoterapia nos tecidos (ANVISA, 2007).

6.5 INSULFLACAO RETAL

A insuflacao retal é considerada a via de administragcdo mais simples, pouco invasiva
e possui baixo custo. Sua absor¢do acontece através do aumento da concentracéo
do gas presente na parede intestinal elevando assim a pressao e sendo absorvido
pela a mucosa intestinal, e conduzido aos vasos mesentéricos até a veia porta e
parénquima do figado. O o0zbnio em contato com a parede do célon auxilia na

restauragdo da flora intestinal e aumento da imunidade (Beck,et, al, 1989).

6.6 HEMATOLOGIA

O exame hematolégico € empregado para a andlise da condicdo clinica do equino
como também o desempenho atlético, consiste na determinacdo do volume das
séries eritrocitaria, leucocitaria e plaquetaria do sangue, na avaliacdo da morfologia
dessas células e na determinacdo da proteina total plasmatica. E um recurso que
auxilia para o diagnostico e acompanhamento do tratamento de diversas
enfermidades (Barger, 2003; Lima de Miranda, et. al. 2011 Bossa-Miranda, 2012).

O eritrograma é composto pelo numero de hemacias, volume globular (VG),
concentracdo de hemoglobina, volume celular médio (VCM), concentracdo de
hemoglobina media (HCM), volume globular médio (VGM) e total de proteinas
plasmaticas. O VCM aponta a media de tamanho das hemécias com os valores da
concentracdo de hemoglobina corpuscular média CHCM e HCM sdo empregados

para a classificacdo morfolégica das anemias, a lise das hemacias leva ao aumento
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dos valores de CHCM e/ou HCM e a reducédo do VG viabiliza a ocorréncia de

hemolise in vivo ou in vitro (Baeger, 2003).

A desigualdade no tamanho das células é denominada anisiocitose, seu grau é
avaliado através do Volume Globular Médio (VGM) que é calculado pelo o volume
globular e a contagem eritrocitaria. Inimeras alteracées no volume dos eritrécitos
nao sdo detectadas analisando somente o volume globular médio, é necessario um
percentual muito elevado de células com volume alterado para gerar um VGM
anormal. Em elevadas altitudes ocorrem algumas alteracdes fisiologicas, como
elevacdo no numero total de eritrécitos quando comparados aos animais que vivem

em altitudes mais baixas(Kowal, et. al. 2006).

O exercicio intenso também promove alteracbes levando ao aumento do VGM e
diminuicdo da Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) (Balarin,
et.al, 2006; Carvalho, R.S et al. 2016).

Frente ao exercicio fisico a resposta hematologica é considera consequéncia dos
niveis plasmaticos aumentados de cortisol, em decorréncia do estresse ligado com a

concentracdo de adrenalina (Lima de Miranda, et. al. 2011).

Os valores hematologicos aumentam de acordo com a intensidade do exercicio
através da contracdo esplénica, 0s equinos sao a espécie que possui uma maior
sensibilidade & esse efeito fisioldégico, podendo levar um aumento de 50% na
populacédo eritrocitaria presente na circulagdo, sendo uma particularidade vantajosa
principalmente para os equinos atletas pois amplifica a capacidade de carrear o
oxigénio para os tecidos, por outro lado em um determinado momento a capacidade
de carrear o oxigénio fica prejudicada pelo o aumento da viscosidade sanguinea. A
hemoglobina proteina encontrada nos eritrocitos exerce duas fungfes: conduzir o
oxigénio dos pulmdes para os tecidos periféricos e transportar diéxido de carbono
dos tecidos aos pulmdes, onde o mesmo serdo excretados (Lima de Miranda, et. al
2011; Kowal, et. al. 2006).
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7 METODOLOGIA
7.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em uso de animais (CEUA) da ESFA
sob o numero xxxx. O estudo foi executado no Jockey Clube do Espirito Santo — Vila
Velha — ES, utilizando no total de 10 animais, adultos de ambos o sexo e diversas
racas, sendo utilizado cinco (5) animas para o procedimento de auto-hemoterapia
maior ozonizada e cinco (5) animais com o procedimento insuflacdo retal com

ozonio.

Para serem selecionados 0s equinos passaram por exame clinico prévio antes do

experimento.

Serdo realizadas cinco (5) coletas de sangue de cada animal através de
venopuncdo da jugular para analise hematoldgica, nos seguintes momentos T TO
antes da primeira se¢do de ozo6nio, T1 realizada 24 horas ap0s a primeira se¢ao, T2
trés (3) dias (72 horas) apds a secédo, T3 sete (7) dias (168 horas) apOs a secédo e

T4 10 dias (240 horas) ap0s a secao de ozonioterapia.
7.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os animais selecionados para a pesquisa sdo todos adultos e padronizados com o
mesmo manejo alimentar, rotina de treinamentos e condicionamento fisico

semelhante para a realizacao do trabalho.

Apos avaliacao clinica previa (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, tempo de
preenchimento capilar) e os exames hematolégicos , 0os animais considerados
higidos e aptos foram divididos em dois grupos. Sendo cinco (5) animas para o
procedimento de auto-hemoterapia maior ozonizada (Tratamento 1) e cinco (5)

animais com o procedimento insuflacéo retal com oz6nio (Tratamento 2).

As coletas para avaliacdo dos parametros hematoldgicos serdo avaliadas em cinco

(5) momentos:



26

TO a coleta sera realizada com o0s animais sem receberem nenhuma sessdo de

auto-hemoterapia maior ozonizada e ozonioterapia por insuflagéo retal
T1 apos 24 horas

T2 apos 3 dias (72 horas)

T3 apds 7 dias (168 horas)

T4 apos 10 dias (240 horas)

A partir do momento dois (T1), os animais terdo recebido o tratamento experimental
com a auto-hemoterapia maior ozonizada (Tratamento 1), onde sera coletado
sangue da jugular dos animais em bolsa de transfusdo sanguinea com citrato fosfato
dextrose adenina (CPDA-1). Esse sangue coletado sera ozonizado com o aparelho
ozone & life modelo O & L portétil e reinfundido ao mesmo animal pela mesma via
gue foi coletada. A ozonioterapia por insuflagdo retal (Tratamento 2) ocorrera
através da limpeza do reto com luva de palpacéo retal devidamente lubrificada, apés
a retirada das fezes presentes no reto sera introduzida a sonda que levara 0 0z6nio

a ampola retal.

De cada equino, serdo obtidas cinco amostras de sangue, para cada momento (TO,
T1, T2, T3 e T4). 7.3 HEMOGRAMA

As amostras de sangue serdo obtidas, apdés antissepsia local, por meio de
venopunc¢do da jugular com agulhas descartaveis (25 mm x 0,8 mm), utilizando-se
sistema a pressdo negativa, em tubos de vidro siliconizados contendo
anticoagulante EDTA-K3 com capacidade de 2 ml para realizar analise hematoldgica
no laboratério Centro de Diagnostico Veterinario localizado em Rua Pedro

Foncesca,155, Monte Belo, Vitoria - ES.
7.4 AUTO-HEMOTERAPIA MAIOR

No presente estudo serd coletado sangue da jugular dos animais em bolsa de
transfusdo sanguinea com citrato fosfato dextrose adenina (CPDA-1). Apds ser
ozonizado o0 sangue sera reinfundido no mesmo animal pela via intravenosa

caracterizando como auto-hemoterapia maior (Anexo 4).
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7.5 0ZONIO TERAPIA

A concentracdo utilizada para ambas terapias foi 21 micrograma. O sangue
coletado da jugular sera ozonizado com o aparelho ozone & life modelo O & L
portatil, produz uma carga elétrica de 15000 volts € aplicado ao oxigénio medicinal,
ocorrendo a producdo do ozénio pela conjugacdo de moléculas livres de oxigénio a

um atomo do mesmo gas (Anexo 1).

A ozonioterapia por via retal sera realizada da seguinte forma, com uma luva de
palpacéo retal devidamente lubrificada para a retirada das fezes presente no reto do
animal apos ter retirado todo contetdo do reto sera introduzido a sonda com 0z6nio

ampola retal do animal.
7.6 INSUFLACAO RETAL

Retirada de todo o conteudo fecal do reto com luva de palpacdo devidamente
lubrificada, ap0s a retirada das fezes acoplar a sonda com o gas na ampola retal do

animal deixando no reto por 10 minutos (Anexo 3).
7.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Bioestat® versdo 5.3. O teste
de Shapiro-Wilk foi utilizado para determinar se os dados assumiram distribuicéo
normal ou ndo. Os parametros que respeitaram a distribuicdo paramétrica foram
analisados pela ANOVA paramétrica e comparacdo de médias pelo teste de Tukey.
Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo Teste de Kruskal-Wallis e
comparacdo de médias pelo teste de Student-Newman-Keuls. Com nivel de

significancia de 95% (p<0,05).
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HM

HB HT VCM CHCM
AHM IR AHM IR AHM IR AHM IR AHM IR
Momentos MédiatDP MédiazDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP
TO 8,54+0,99aA 7,70+0,79 aA 13,30+1,20aA 13,00+1,41aA 41,20+4,55aA 38,40+3,51aA 48,24+2,01aA 50,00+1,96aA 32,32+0,82aA  33,84%1,39A
T1 8,22+0,95aA 7,70+0,62 aA 12,80+0,84abA 13,20+1,10aA 39,40+3,78aA 38,40+3,21aA 47,96+1,92aA 49,72+1,80aA 32,70+1,06abAC 34,42+0,77A
T2 7,12+0,41aA 7,36+0,53 aA 11,600+0,89abA 12,80+0,84aA 34,40+2,30abA 36,20+2,05aA 48,36+2,24aA 49,28+1,79aA 33,80+1,32abABC 35,36+1,04B
T3 7,48+0,65aA 7,02+0,19 aA 12,0+1,00abA 12,30+0,45aA 35,40+2,30abA 35,40+1,67aA 47,06+1,73aA 44,18+11,40aA 34,12+0,70abABC 34,82+1,41C
T4 7,48+0,80aA 6,48+0,64 aA 12,72+0,94bA 10,80+1,52aA 36,60+4,16bA 30,80+4,15aA 48,80+1,81aA 47,20+2,39aA 34,88+1,17bABC 35,14+1,60B
Tabela 1 - Dados estatisticos do Eritrograma
HM: hemécias; HB: hemoglobina; HT: hematécrito, VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média;Médias e
desvios padrBes seguidos por letras minusculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica no teste de Tukey (p>0,05), letras mailsculas
diferentes em colunas diferentes indica diferenca estatistica entre momentos entre 0s grupos .
Tabela 2 - Dados estatistiscos do Leucograma
SG EN MN
AHM IR AHM IR AHM IR AHM IR AHM IR
Momentos Média+DP Média+DP MédiazDP MédiazDP MédiazDP MédiazDP MédiazDP MédiatDP Média+DP Média+DP

TO 9020+1950aA  6980+753aA  59331936aA  4240+1093aA 402+148aA 337+211aA 2135+939aA 2093+1515aA 550+136aAB  283+123aB
T1 8220+2559aA  7446+817aA  4247+388aA  4920+1010aA 300+151aA 525+275aA 3115+2236aA  1808+627aA  457+403aAB  185+84aAB
T2 7320+2039acA  7500+1522aA 5071+1286aA 4420+1312aA 245+87aA 566i517aA  1676+656aA 1989+882aA  328+314aAB 484+127aAB
T3 7240+1550bA  6680+1608aA 3493+1113aA  4593+793aA  191+192aA 444+407aA 3129+2185aA  1183+686aA 486+207aA  450+283aAB
T4 7740+2077bcA  7040+1307aA 5255+1389aA 4633+1322aA 356+501aA 252+156aA  880+633aA 1640+717aA  849+43aAB  557+241aAB

LT: leucdcitos totais; SG: segmentados; EN: eosindfilos, LF: Linfocitos; MN: Mondcitos; Médias e desvios padrdes seguidos por letras minusculas diferentes

na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste de Tukey (p>0,05), letras mailsculas diferentes em colunas diferentes indicam diferenca estatistica
entre momentos entre 0S grupos.



Tabela 3 - Dados estatisticos de Plaquetas e Proteinas Plasmaticas

PQ PP
AHM IR AHM IR
Momentos MédiatDP MédiatDP _MédiatDP  MédiatDP
TO 206+39aA 154+29aA 7,80+1,10aA 8,00£0,71aA
T1 167+18aAB 135:20aB 7,60+0,89aA 7,60+0,55aA
T2 145+10aAB 180+72aA 7,80£0,84aA 7,40+0,55aA
T3 222+61aA 167+10aA 7,600,55aA 7,60+0,55aA
T4 172+17aAB 170+11aA 7,88+0,88aA 7,20+0,47aA

PQ: plaquetas; PP: proteinas plasmaticas

Médias e desvios padrdes seguidos por letras minlUsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica no teste de Tukey (p>0,05), letras mailsculas diferentes em colunas diferentes
indicam diferenca estatistica entre momentos entre os grupos.

29
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo apresentados os valores médios e desvios-padrdo para a
avaliacdo dos dados do eritrograma: hemacias (HM), hemoglobina (HB), hematdcrito
(HT), volume corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), bem como os valores de p (>0,05) obtidos no teste de Tukey, na
avaliacao feita nos diferentes tempos (t0, t1, t2, t3, t4) e nos diferentes tratamentos
(grupo AHM e IR) .

Foi possivel observar na analise da hemoglobina e hematdcrito diferencas
significativas durante a auto-hemoterapia ozonizada entre T1 e T4, e relacionado ao
hematdcrito também houve diferenca entre TO e T4, porém quando a avaliacao foi

realizada entre os tratamentos AHM e IR ndo houve diferenga significativa.

Com relacdo ao CHCM, podemos notar novamente uma diferenca significativa
ocorrendo entre os tempos TO e T4 no grupo que recebeu o tratamento com auto-
hemoterapia maior ozonizada (AHM), ndo havendo diferencas estatisticas entre os
tempos dos animais que receberam o tratamento de insuflacdo retal (IR). Ja a
analise entre os tratamentos, revelou diferencas significativas entreTO (AHM) e T2,
T3, T4 (IR) e TL(AHM) e T2 e T4 (IR).

Nas demais variaveis, ndo houve diferenca significativa nas andlises realizadas

comparando-se os tratamentos e 0s tempos.

Durante a realizagdo do experimento, um animal submetido a AHM foi notada
alteracdo clinica e comportamental, sendo rapidamente revertido, e o animal foi
retirado do experimento sendo substituido. Em todos os tempos avaliados os
parametros considerados normais para a espécie, as seguintes médias entao foram
observadas, FC 40 batimentos por minuto, FR 20 movimentos por minuto, T° 38° C,
o TPC permaneceu inferior a 2 segundos e as mucosas permaneceram roseas

durante todo o tratamento (Feitosa, 2008).

No grupo que recebeu tratamento com auto-hemoterapia maior , houve uma
diferenca estatistica nos valores do hematdcrito entre os tempos Tl e T4, TO e T4,

concordando dessa forma com Bocci e (2011) e Haddad (2006) que em seus



31

trabalhos também observaram uma tendéncia ao aumento dos valores dessa
variavel em seus resultados utilizando ozonioterapia com humanos e equinos
respectivamente, porém ambos afirmam ainda que, em condicbes onde sé&o
realizados repetidas sessdes da AHT maior ozonizada o hematdécrito tende a

aumentar.

Os valores médios de hemoglobina, nos dois tratamentos durante toda a avaliacéo
encontrou-se dentro da normalidade, havendo uma diferenca significativa no
tratamento com auto-hemoterapia maior ozonizada nos tempos T1 e T4 . Haddad
(2006) quando avaliou essa varidvel durante os momentos de tratamento em seu
trabalho também observou permanéncia dos valores de referéncia dentro da
normalidade da espécie equina, e mostrou que no final do periodo de aplicacéo da
ozonioterapia em todos os grupos avaliados , mostraram aumento neste parametro

hematoldgico.

Com relacdo a concentracdo de hemacias, ndo houverem diferencas significativas
em cada tratamento e entre os tratamentos segundo os testes utilizados,
concordando assim com Haddad (2006) que durante a avaliacdo desta variavel em
seu trabalho com auto-hemoterapia maior ozonizada observou permanéncia dos
valores de referéncia dentro da normalidade da espécie trabalhada e somente uma
tendéncia a um aumento na concentracdo desse parametro na combinagdo de

intervalos estudada por ele.

Seguindo um comportamento semelhante as variaveis analisadas anteriormente, a
variavel CHCM, com relacdo aos tratamentos avaliados separadamente, houve
diferenca estatistica no grupo tratado com auto-hemoterapia maior ozonizada entre
os tempos TO e T4. E quando fazemos a comparacédo entre os tratamentos, houve
diferenca estatistica entre TO (AHM) e T2, T3, T4 (IR) e TL(AHM) e T2 e T4 (IR).

Valores médios e desvio padrdo estdo representados na tabela 2, referentes as
seguintes variaveis: leucécitos totais, segmentados, eosindfilos, basdfilos, linfécitos,

mondocitos.

Na variavel leucécitos totais houve diferenca significativa nos animais que tiveram

tratamento com auto-hemoterapia maior ozonizada, apresentando essa diferenca
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entre os tempos TO e T3, TO e T4,T1 e T4 e T2 e T3, ndo havendo diferencas
guando analisamos 0s animais do grupo que teve o tratamento com insulflacdo retal
e comparando os dois grupos, ndo houve diferenca estatistica. Haddad (2006) relata
em seu estudo com equinos que 0s animais tratados com auto-hemoterapia maior
ozonizada ndo tiveram resultados significativos entre os valores médios desta
variavel, porém segundo Moreira (2015), que trabalhou com caes, houve diferenca
estatistica significativa entre grupos que receberam diferentes tratamentos com
ozonioterapia para a variavel leucécitos totais no tempo zero, ndo sendo observada
nos demais tempos de avaliacdo ou entre grupos na evolugdo do tempo. Dessa
forma, embora a resposta leucocitéria sugira um diagnéstico diferencial Jain (1993),
a causa da diferenca ndo pode ser atribuida ao tratamento, ja que a diferenca obtida

se tratava do tempo prévio as aplicacoes.

Ja os mondcitos representados na mesma tabela 2, houve apenas diferencas

significativas constatadas entre os tratamentos T4 (AHM) e T1 (IR)

Os valores médios na concentracdo dos mondécitos (x103 pL-1 ) obtidos durante as
aplicagbes do ozoOnio nos animais, encontraram-se dentro dos considerados de
referéncia (0-1 x103 uL-1 ) para a espécie equina (Schalm et al., 1975; Jain, 1993;
Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995; Taylor & Hillyer, 1997).

Segundo Haddad (2006), a contagem de plaquetas nos animais submetidos a
ozonioterapia tem comportamento linear, concordando no presente experimento ndo
havendo alteracdo estatistica nessa variavel quando avaliamos o0s tratamentos
separadamente. Havendo entdo diferenca estatistica quando comparamos os dois
grupos de tratamento, ocorrendo entdo em TO (AHM) e T1 (IR) e T3(AHM) e T1

(IR), como podemos ver na tabela 3.
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10 CONCLUSAO

Nas condi¢des do presente estudo experimental e com base nos resultados obtidos
a auto-hemoterapia maior ozonizada e a insuflagéo retal com oz6nio em equinos
mostrou-se um procedimento seguro, porém devemos sempre avaliar possiveis
reacoes inesperadas ao procedimento, e estar preparado para reverter 0s sinais
apresentados pelo individuo. Os animais quando submetidos a concentracdo de 21
mcg/ml ndo apresentaram alteragbes comportamentais significativas quando
falamos da administracdo do ozoénio por insuflacdo retal, mantendo os valores de
FC, FR, TPC, T°, mucosas e motilidade intestinal de acordo com a normalidade para

a espécie estudada.

Os parametros hemacias, volume globular médio, segmentados, eosindfilos,
linfocitos e proteinas plasméticas, se comportaram de maneira linear até o fim de
240 horas (10 dias) do experimento, porém sdo parametros que sofrem efeitos
positivos mediante o tratamento, sendo recomendada a realizacdo de mais sessdes

dessa terapia para alcancar o efeito esperado.

Com relacdo as variaveis que apresentaram diferencas na estatistica sendo elas
hemoglobina, hematécrito, CHCM, pode-se concluir que hd uma tendéncia a
melhora de desempenho nesses animais quando utilizada a auto-hemoterapia
maior ozonizada, porém a insuflacéo retal aparentemente seja uma via de aplicacao

mais segura.

Quando ha um aumento de células ligadas ao transporte de oxigénio,
consequentemente existe melhora da oxigenacao dos tecidos, e consequentemente
a melhora da performance pode ocorrer. Porém muito tem a ser estudado para que

haja real comprovacao que essas terapias melhorem o rendimento desses animais
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