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5. RESUMEN

La ozonoterapia envuelve la aplicacibn de ozono medicinal (Os) con un objetivo
terapéutico. La ozonoterapia ya es bastante difundida y estudiada en la medicina
humana, pero solamente en los ultimos afios viene siendo utilizada en estudios de
medicina veterinaria, demostrando su efecto terapéutico en varias afecciones, por
eso estudios cientificos que comprueben su seguridad y eficacia en equinos son
escasos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos de la aplicacién de
ozono medicinal transrectal en equinos por medio de examen fisico, analisis del
hemograma, bioquimico, cuantificacion de fibrinbgeno plasmatico, de PGE2 en el
plasma, y la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) por citometria de
flujo. Fueron utilizados doce equinos sanos, machos, de la raza Pura Sangre Arabe
con edad media de 36 meses. Los animales fueron tratados por via rectal, con 1L de
la mezcla de oxigeno y ozono en dosis crecientes hasta llegar a 20 pg/ml,
completando el tratamiento con 10 aplicaciones. Las muestras de sangre venosa
fueron recogidas semanalmente en los dias 0,7,14,21 y 28, y almacenadas en tubos
con anticoagulante y tubos secos. También fue utilizado un grupo control de caballos
en paralelo, que no fueron sometidos a ninguna intervencion durante ese periodo,
para excluir el efecto de ambiente y manipulacién. Durante la realizacion de este
estudio en ningin momento del tratamiento los animales demostraron incomodidad o
alteracion del comportamiento durante la administracion de ozono transrectal. Las
constantes fisioldégicas se mantuvieron dentro de los valores normales a lo largo del
tratamiento. En relacion a los valores basales, los animales que recibieron O3

mostraron en la evaluacién del hemograma aumento en el nimero de eritrocitos, en
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la concentracion de hemoglobina, en los valores de hematocrito y de CHCM
(p<0,05). En la evaluacion del perfil hepatico se observé aumento de las
concentraciones de bilirrubina directa y total, de proteina total y albumina, pero
dentro de los pardmetros normales. En relacion a la concentracion de PGE2 no hubo
diferencia entre los momentos evaluados e valores basales, no se observo
alteraciones en la produccion de EROs durante el experimento. El grupo control no
mostro alteraciones significativas en el hemograma, funciones renal y hepatica, y en
la concentracién de PGEZ2, fue observado mayor produccion de EROs en los dias
14, 21 y 28 en relacion a los valores basales (p<0,05). El efecto de ozono en las
células rojas, el mejoramiento en las propiedades reoldgicas de la sangre, mas el
aumento en la flexibilidad de los eritrocitos, fueron logrados con la aplicacién de
ozono. Se concluye que la aplicacion transrectal de O3 puede mejorar
indirectamente la oxigenacion y metabolismo de los tejidos, y modular la produccion
de EROs, debido al efecto en las células rojas; efectos antiinflamatorios no pudieron

ser observados en este modelo.

Palabras claves: ozono, caballos, transrectal.
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6. ABSTRACT

Ozone therapy involves the application of medicinal ozone (O3) for a therapeutic
purpose. Ozone therapy is already widespread and studied in human medicine, but
only in recent years has been used in veterinary studies, demonstrating its
therapeutic effect in several conditions, so scientific studies that prove their safety
and efficacy in horses are scarce . The objective of the present work was to evaluate
the effects of the application of transrectal medicinal ozone in horses by means of
physical examination, blood count, biochemical analysis, quantification of plasma
fibrinogen, PGE2 in plasma and production of reactive oxygen species ( EROs) by
flow cytometry. Twelve healthy male horses of the Arab Purebred breed were used,
with an average age of 36 months. The animals were treated rectally, with 1L of the
mixture of oxygen and ozone in increasing doses up to 20 ug / ml, completing the
treatment with 10 applications. Venous blood samples were collected weekly on days
0, 7, 14, 21 and 28, and stored in tubes with anticoagulant and dry tubes. We also
used a control group of horses in parallel, which were not subjected to any
intervention during that period, to exclude the effect of environment and manipulation.
During the course of this study at any time during treatment the animals showed
discomfort or behavioral disturbance during the administration of transrectal ozone.
The physiological constants remained within the normal values throughout the
treatment. In relation to the baseline values, the animals receiving O3 showed an
increase in erythrocyte number, hemoglobin concentration, hematocrit values and

CHCM values (p <0.05) in the hemogram. In the evaluation of the hepatic profile,
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there was an increase in concentrations of total and direct bilirubin, total protein and
albumin, but within normal parameters. In relation to the concentration of PGE2 there
was no difference between the evaluated moments and basal values, no alterations
were observed in the production of EROs during the experiment. The control group
did not show significant alterations in the hemogram, renal and hepatic functions, and
in the PGE2 concentration, higher EROs production was observed on days 14, 21
and 28 in relation to baseline values (p <0.05) . The effect of ozone on red cells, the
improvement in rheological properties of blood, plus the increase in red cell flexibility,
were achieved with the application of ozone. It is concluded that the transrectal
application of O3 can indirectly improve the oxygenation and metabolism of the
tissues, and modulate the production of EROs, due to the effect on the red cells; Anti-

inflammatory effects could not be observed in this model.

Keywords: ozone, horses, transrectal.
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7. INTRODUCCION

La terapia de ozono implica la aplicacion de ozono medicinal (Os) con objetivo
terapéutico, es una mezcla de ozono y oxigeno que reaccionan con diferentes
moléculas en el organismo, tales como lipidos, proteinas. especies reactivas de
oxigeno y los productos de lipoperoxidacién que al contacto con el ozono ejercen una
serie de efectos en el organismo como la mejora de la oxigenacion y el metabolismo
de los tejidos, angiogénesis, el aumento de los mecanismos antioxidantes, mejora del
sistema inmune, efecto antiinflamatorio y la modulacion de mediadores quimicos de
dolor. La terapia de ozono ya estda muy difundida y estudiada en la medicina
humana, pero solamente en los Ultimos afios se han realizados estudios en medicina
veterinaria, demostrando su efecto terapéutico en diversas enfermedades. Sin
embargo, los estudios que demuestren su seguridad y eficacia en caballos son

escasos (A. Schwartz & Sanchez, 2012).

La terapia de ozono ha surgido como opcién econémica y segura para el tratamiento
de diversas enfermedades en seres humanos, y a pesar de ser ampliamente
extendido, hay algunas deficiencias en el conocimiento de los métodos ideales de la
administracion en caballos, asi como sus mecanismos de accion (Alves et al., 2004;
Ballardini, 2006). Estas deficiencias, unidas a la falta de estudios que verifiqguen los
multiples efectos anti-inflamatorios y oxidantes del ozono medicinal en los caballos,

motivaron a realizar este trabajo.

Las patologias inflamatorias en équidos son solucionadas en la practica clinica

clasicamente con el uso de antiinflamatorios no esteroidales (AINES), farmacos que
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poseen variados efectos adversos en diversos sistemas organicos, siendo
conveniente que el veterinario especialista en equinos conozca los riesgos asociados
con el uso de estos farmacos con el fin de tomar las medidas profilacticas o
terapéuticas apropiadas (Sweeney, Sweeney, & Weiher, 1991), o encontrar
alternativas terapéuticas validadas cientificamente, como podria ser el uso del ozono
medicinal en la especie equina. Se ha demostrado que algunos AINE tienen la
capacidad de inhibir la sintesis de adhesinas y la actividad fagocitica de los
macrofagos. Al parecer, la flunixina meglumina tiene menos efectos indeseables al
respecto. Asi mismo, los polimorfonucleares obtenidos de exudados inflamatorios en
reposo o estimulados con zimosan o acetato de forbol-miristato e incubados con
diversos AINE, reducen la actividad fagocitaria. La inhibicion maxima (para la sintesis
de adhesinas y la actividad fagocitica de los macréfagos, respectivamente) fue de
64% y 36% para el &cido acetilsalicilico; 32% y 17% para la fenilbutazona; 15% y
31% para el sulféxido de dimetilo; 32% y 19% para el acido salicilico y 0% y 17%
para el salicilato de sodio (Keck, 1992).

Los efectos colaterales mas comunes de los AINE se asocian con el tubo
gastrointestinal (TGI), el sistema hematopoyético y el renal. En raras ocasiones se
observa meningitis aséptica, depresiéon del SNC o hepatotoxicidad. (Higgins, Lees,
Taylor, & Ewins, 1986; Lees, Sedgwick, Higgins, Pugh, & Busch, 1991; May, Hooke,
& Lees, 1992). Puede haber erosion y ulceracion gastroduodenal por inhibicién de la
prostaglandina 12 (PG-I2) y la prostaglandina E2 (PG-E2) (que a su vez inhibe la
secrecion del &cido gastrico) y de otras prostaglandinas responsables de la

estimulacion de la secrecion de moco y bicarbonato que mantienen una barrera entre
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el acido y las células gastricas. La PG-E2 es un vasodilatador que regula el flujo
sanguineo a la mucosa del tracto gastrointestinal (TGI), la isquemia y la hipoxia
generadas por su bloqueo son las condiciones que predisponen a la ulceracion y
erosion con hemorragias y, en algunos casos, pérdida de proteinas, que conlleva al
desarrollo de anemia e hipoproteinemia. En caballos y potros se ha encontrado
ulceracién de la mucosa oral por la administracion oral de fenilbutazona disuelta en
pasta de melaza, lo que indica que un mayor tiempo de contacto con el farmaco
incrementa la formacion de Ulceras en la boca (Murray & Brater, 1993). Diferentes
datos emanados de la investigacion cientifica reconocen que el ozono tiene un
mecanismo de accién dual: analgésico y antiinflamatorio. Estos efectos parecen ser
debidos a su modo de actuar sobre diversos blancos: 1) Una menor produccion de
mediadores de la inflamacion. 2) La oxidacion (inactivacion) de metabdlicos
mediadores del dolor. 3) Mejora neta de la microcirculacion sanguinea local, con una
mejora en la entrega de oxigeno a los tejidos, imprescindible para la regeneracién de
estructuras anatémicas; la eliminacion de toxinas y de manera general a la resolucion
del disturbio fisiol6égico que generd el dolor. (Mawsouf, El-sawalhi, Darwish, &
Shaheen, 2011; Re, Sanchez, & Mawsouf, 2010)

Por las razones anteriormente expuestas es necesario promover la investigacion
basica en el campo de consolidacion de informacion cientifica que valide el uso de
terapias alternativas en el campo de la medicina equina, especialmente en los
tratamientos antiinflamatorios en équidos; tratamientos que posean minimos efectos
adversos y sustituyan en gran proporcién las terapias convencionales y sus efectos

deletéreos.
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Evaluar los efectos en el balance oxidativo de la utilizacién de ozono medicinal via

transrectal en caballos clinicamente sanos.

8.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el comportamiento clinico y paraclinico de équidos expuestos a
ozono medicinal via transrectal.

2. Establecer las alteraciones del balance oxidativo celular de neutrofilos de
sangre venosa central de équidos expuestos a 0zono medicinal via transrectal.

3. Evaluar los efectos del ozono medicinal sobre la PG-E2 en plasma de

équidos expuestos a 0zono medicinal via transrectal.



17

9. MARCO TEORICO

9.1 Ozono (O3) como terapéutico

El ozono es el gas mas importante en la estratosfera, alcanzando su concentracion
maxima (por encima de 1000 g/m3) a una altura de 20 a 30 km. Este tiene una
naturaleza inestable, tiene una alta velocidad de descomposicion varia en el orden de
105 a 106 mol / s por estas caracteristicas no puede ser recogido ni almacenado y
debe ser usado inmediatamente, O3 es la forma alotropica de oxigeno que tiene en
su composicién tres atomos de oxigeno, puede ser producido por tres fuentes
principales de energia: quimica / electrdlisis, descargas eléctricas y la radiacion UV.
El ozono es 1,6 veces mas denso y 10 veces mas soluble en agua (49,0 mL en 100
mL de agua a 0 °C), siendo el tercer oxidante mas potente después de fllor y

persulfato ( Schwartz & Sanchez, 2012).

La investigacion de las propiedades del ozono en el siglo XIX demostré que es capaz
de reaccionar con la mayoria de los compuestos organicos e inorganicos, por
oxidacidon completa, es decir, hasta la formacion de agua, 6xidos de carbono y éxidos
superiores. En cuanto a su reactividad frente a sustancias bioldgicas, influye
selectivamente en las que tienen enlaces dobles y triples. Entre estas estan
proteinas, aminoacidos y &cidos grasos insaturados, que forman parte de la
composicién de los complejos de lipoproteinas en el plasma y de las bicapas de las

membranas celulares (A. F. Schwartz & Sanchez, 2012).

Cuando el ozono entra en contacto con los fluidos biolégicos (sangre, plasma, linfa,
solucion salina, orina, etc.) se disuelve en el agua presente en estos fluidos y
reacciona en segundos. Antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos presentes en estos
fluidos corporales producen una cantidad minima de ozono, pero si la concentracion
aplicada es correcta, existe la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

adecuadas y productos de peroxidaciéon (LOPS). La formacion EROS en el plasma
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es extremadamente rapido (menos de un minuto) y se acomparia de una transitoria y
pequefia capacidad antioxidante ozono dependiente (que va desde 5% a 25%). Esta
capacidad antioxidante se recupera dentro de 15-20 minutos. Sin embargo, el
peroxido de hidrogeno y otros mediadores que se han difundido en las células, por
activacion de diferentes vias metabdlicas en eritrocitos, leucocitos y plaquetas,

dando lugar a numerosos efectos biolégicos (Gracer & Bocci, 2005).

9.2 Farmacodinamica implicita en el Ozono

Los diferentes datos de la investigacion cientifica reconocen que el ozono tiene un
doble mecanismo de accion: analgésica y antiinflamatoria estos efectos parecen ser
debido a la forma en que actia sobre los diferentes objetivos: 1) una menor
producciéon de mediadores inflamatorios 2) Oxidacién (inactivacion) de los
metabdlicos mediadores del dolor. 3) mejora de la microcirculacion local, es decir, la
mejora en el suministro de oxigeno a los tejidos es esencial para la regeneracion de
las estructuras anatémicas y la eliminacién de toxinas y por lo general la resolucion

de la condicién que causo6 dolor (Mawsouf et al., 2011; Re et al., 2010).

La terapia de ozono se puede administrar por diversas vias tales como
autohemoterapia, intravenosa (IV) agua o soluciones fisiolégicas o0zonizados,
inflaciones rectal o vaginal, intraarticular, prolo / escleroterapia, aceite de oliva
ozonizaron inhalacion topica u oral directa, auricular, intraperitoneal, subcutanea,

entre otros (V. A. Bocci, 2006; Jani, Patel, Yadav, Sant, & Jain, 2012).
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9.3 Ozonoterapia en veterinaria

A pesar de que existen muchos estudios con ozono medicinal en la medicina humana
asi como en animales de experimentacion, en la medicina veterinaria es todavia muy
poco estudiada. La literatura reporta s6lo unos pocos estudios con caballos (Alves et
al., 2004; Ballardini, 2005, 2006; Garcia Lifeiro, Teresa, Hugo, & Eugenia, 2009) y
ganado (Ogata & Nagahata, 2000; Zobel, Tkalgié, Stokovi¢, Pipal, & Bui¢, 2012). En
el tratamiento del dolor toraco-lumbar, Lifieiro Garcia et al. (2009) Describieron una
serie de 15 casos de dolor toraco-lumbar tratados con cuatro aplicaciones
semanales en la periferia de la lesion, dando como resultado la ausencia de dolor a
la palpacion en el 100% de los casos, la mejora o la resolucion de la cojera en el
100% de los casos y en el 88% de los casos hubo una mejora en el rendimiento
deportivo. Ya Ballardini (2005) traté cuatro caballos de trote con aplicaciones
subcutaneas de ozono en la concentracién de 75 mg / ml a la semana durante tres a
cuatro semanas. Al final del tratamiento los animales ya no tenian el paso torpe y ni

dolor a la palpacién, obteniendo un mejor rendimiento atlético de los animales.

Alves et al. (2004) probaron el efecto de la solucion salina ozonizada después de la
isquemia y reperfusion experimental observaron un menor desprendimiento epitelial
de la mucosa ,infiltraciébn de neutréfilos, hemorragia y edema. De esta forma se
probé el mayor efecto de la auto-hemoterapia en caballos, Ballardini (2006) observé
una mejora en el rendimiento deportivo en animales sanos, normalizacion de
cuadros de trombocitopenia, anemia y leucocitosis, después del tratamiento con 500

ml de sangre.
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En el tratamiento de mastitis en vacas se obtuvo la resolucion en el 60% de los
casos, con una mejoria clinica de los animales y los analisis de la leche,
apareciendo como una alternativa viable y de bajo - costo (Ogata; Nagahata, 2000).
En los casos de urovagina hubo una disminucién en el numero de inseminaciones
artificiales y menores vacas de descarte en el grupo tratado con solucion salina
ozonizada. Este efecto probablemente ocurrié debido al efecto bactericida y anti-
inflamatorio del ozono que mejora el medio ambiente para la fertilizacion y fue
superior a la solucion con antibiético utilizada que solo redujo la carga bacteriana

(ZOBEL et al., 2012).

9.4 Fisiologia del balance oxidativo en équidos

La capacidad antioxidante celular esta representada por mecanismos enzimaticos y
no enzimaticos: Mecanismos enzimaticos. Las enzimas antioxidantes de mayor
importancia son la catalasa (CAT), la superéxido dismutasa (SOD) y la glutation
peroxidasa (GPX). Mecanismos no enzimaticos. El Glutation (GSH) y la vitamina E
son los principales compuestos enddgenos antioxidantes. Estos compuestos a
diferencia de las enzimas, se consumen durante su accion antioxidante, por lo que
deben ser regenerados después de ser oxidados En relacion a las enzimas
antioxidantes, la familia de las SOD esta constituida por metaloenzimas que
convierten el Oz en H202; las CAT transforman el H202 en agua y oxigeno
molecular; y la GPX reduce hidroperdxidos a alcoholes y utiliza el GSH como agente
reductor transformandolo en glutatibn oxidado (GSSG). Cabe sefialar que el GSSG

es reducido nuevamente mediante la GSH-reductasa (GR) (Afonso, Champy,
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Mitrovic, Collin, & Lomri, 2007; Campo et al., 2003; Kirschvink, Moffarts, & Lekeux,
2008; Lykkesfeldt & Svendsen, 2007; Sorg, 2004) Existe creciente bibliografia que
sefala a la GSH-transferasa (GSHt) como enzima reguladora de estrés oxidativo. Se
describen isoformas de esta enzima, citosodlica y ligadas a membrana. Todas estan
involucradas en la detoxificacion de carcinégenos, contaminantes ambientales,
agentes antitumorales e hidroperéxidos formados como metabolitos secundarios del
estrés oxidativo que tienen como caracteristica comun, su alta electrofilicidad (Hayes,
Flanagan, & Jowsey, 2005).

Estas proteinas catalizan ademas una variedad de reacciones de conjugacion de
compuestos electrofilicos y lipofilicos con glutation (GSH). Mas aun, las GSHt son
capaces de unir reversiblemente una serie de compuestos lipofilicos y actuar como
transportadores intracelulares, similar al rol que cumple la albimina en la sangre; los
compuestos que participan en esta union reciben el nombre de ligandos. También
estas proteinas unen covalentemente un amplio espectro de compuestos
electrofilicos y lipofilicos en forma irreversible; posteriormente la proteina unida al
electréfilo es degradada (Ketterer, 1970). Se ha demostrado cientificamente, que las
aplicaciones controladas del ozono médico mejoran la maquinaria antioxidante
celular al haberse medido en el interior de las células cantidades superiores de
agentes antioxidantes, tales como el glutation reducido o la superoxido dismutasa.
Como consecuencia directa el ozono actia como un verdadero “basurero celular’,
limpiando los radicales libres. De acuerdo con este concepto, la ozonoterapia tendria
un efecto anti-envejecimiento celular. Conscientes de que es necesaria una mayor

cantidad de publicaciones e investigaciones (H. H. Ajamieh et al., 2005).
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10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Ubicacion

Este trabajo fue realizado en el hospital veterinario de la Universidad de Sao Paulo
ubicado en la Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87 Ciudad Universitaria
“‘“Armando de Salles Oliveira” Butanta Sao paulo — Brasil CEP. 05508-270; a una
altura de 740 msnm, precipitacion de 1340 mm/afio, humedad relativa de 86% y

temperatura promedio de 18.5°C.

10.2 Animales experimentales

Se utilizaron doce (12) caballos sanos, machos, raza pura arabe, con una edad
media de 36 meses. Los animales se alojaron en las pesebreras del Departamento
de Medicina Clinica, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
de Sao Paulo. Después del periodo de adaptacién, fueron desparasitados, recibieron

1 Kg de concentrado comercial dos veces al dia, heno y agua ad libitum.

10.3 Disefio experimental

Los animales recibieron via rectal, después de vaciado manual del recto, 1 L de la
mezcla de oxigeno y ozono en dosis crecientes hasta 20 pg/mL, con una dosis
inicial de 10 pug/ mL por dos aplicaciones, 15 pg/mL por dos aplicaciones y 20 pg/mL
por 5 aplicaciones, que completando el tratamiento con 10 aplicaciones (ver figura 1).

Fueron hechas 3 veces a la semana durante 4 semanas.
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Figura 1. Descripcion de la dosificacion de ozono via transrectal en équidos

1° e 2° aplicacion 3° e 4° aplicacion 5° hasta 10° aplicacion
dosis 10mcg/ml dosis 15mcg/ml dosis 20mcg/ml
volumen 1 L volumen 1L volumen 1L

10.4 Evaluacion clinica

La evaluacion fisica consistio en medir la frecuencia cardiaca, respiratoria y
descargas del ciego a través de la auscultacion, cardiaca, pulmonar y descarga de la
valvula ileocecal, respectivamente, medicion de la temperatura rectal, inspeccién de
las membranas mucosas y tiempo de llenado capilar (TPC). La evaluacion fisica fue
desde el tiempo 0O (control) para la seleccion de los animales y diariamente hasta el

final del experimento.

10.5 Evaluacién para clinica: hemograma y analisis bioquimico

Las muestras de sangre venosa (3 mL) fueron tomadas de la vena yugular izquierda,
utilizando el sistema de recogida de vacio (Vacutainer BD ® y las agujas de 40x9mm,
y fueron almacenadas en tubos de vidrio siliconados con tapa de goma que
contiene 50 pL KsEDTA como anticoagulante en tubo seco, fueron empacadas con
hielo para su posterior procesamiento en el laboratorio del Departamento de clinica,
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia - USP. El recuento total de células rojas

de la sangre y las células blancas de la sangre, hemoglobina, la determinacion de
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indices de volumen celular y de eritrocitos, volumen corpuscular medio (VCM),
hemoglobina corpuscular media (MCH), la concentracion de hemoglobina
corpuscular media (MCHC), y los recuentos diferenciales de leucocitos se llevaron a
cabo con la ayuda de analizador automético de hematologia de Siemens (ADVIA
2120 modelo). La funcion renal (urea y creatinina) y hepatica (proteinas totales,
albumina, AST, GGT, bilirrubina directa e indirecta) se llevo a cabo con la ayuda de
analizador bioquimico automético marca Labtest (LabMax 240 modelo). El
fibrinbgeno plasmatico se evalud de acuerdo con la técnica descrita por Foster et al.
(1959) y adaptado para JAN (1986), que se basa en la desnaturalizacion de las

proteinas a 56 ° C, con lectura en refractometro.

10.6 Cuantificacion prostaglandina E2 (PG-E2)

La cuantificacion de PGE2 fue realizada por ELISA, con el kit Prostaglandin E2 EIA
Kit-Monoclonal de la empresa Cayman Chemical Company (EUA). El plasma
utilizado estaba acondicionado en tubos eppendorf sin anticoagulante, mantenidos a
temperatura de 80°C. EIA Buffer fue adicionado a los pozos de ligacion inespecifica
(100ul) y a los pozos de maxima ligacién (50ul). La curva patrén fue hecha duplicada,
adicionando 50ul en cada pozo. Después, 50ul de las muestras de plasma fueron
adicionadas dos veces, con excepcion de los pozos de actividad total y blanco. La
placa fue encubada por 18 horas a 4°C y después lavada cinco veces con Wash
Buffer. Fueron adicionados 200ul de Ellman’s Reagent, preparado inmediatamente
antes de su utilizacion, en todos los pozos, y solo el pozo de actividad total recibio 5pl

de Tracer. La placa fue protegida de la luz y metida en el agitador por 60 a 90
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minutos. La absorbancia de la muestra fue leida a 405nm en el lector de ELISA y
correlacionada la concentracion por el uso de una curva patron con variacion de 7.8 a
1000pg/ml por el programa Gen5. Los andlisis se llevaron a cabo en el Laboratorio

de Investigacion del Departamento de Clinica Médica FMVZ / USP.

10.7 Evaluacion del estrés oxidativo (estallido respiratorio de neutrofilos)

Después de la colecta de la sangre en tubos con heparina sodica, las muestras
fueron divididas en alicuotas para analisis subsecuentes. Cada muestra fue dividida
en tres tubos de ensayo de 12x75mm, en poliestireno cristal transparente: blanco,
burst basal y phorbolmiristato acetato (PMA). Para el burst oxidativo fueron
necesarios 25l de la muestra en cada tubo de ensayo. Solo en los tubos de ensayo
referentes a el burst basal y PMA fueron adicionados 200ul del reagente dicloro-
diidro-fluoresceina-acetato (DCFH), la concentracién final de 55uM, que fluoresce en
verde con la presencia de EROs y cuando es exitado en 488nm. En los tubos
denominados PMA fueron adicionados 100ul del reagente PMA, en la concentracién
final de 90,9 ng/ml o aproximadamente 150 nM el cual actia como estimulo quimico
para o burst oxidativo, actuando via proteina kinasa C (PKC) y fosfolipasa D (PLD)
en neutrdfilos. En todos los tubos fue adicionada solucién salina tapada con fosfato
(PBS) suficiente para completar el volumen final de reaccion de 1,1ml. Los tubos
fueron encubados a 37°C por 20 minutos. Después de la encubacion las muestras
tuvieron las hemacias lisas con auxilio de 2ml de tapon de lisis Amonio-Cloreto-
potasio (ACK), permaneciendo en reposo durante 5 minutos, y finalmente,

centrifugadas a 400G por 7 minutos en temperatura ambiente. El sobrenadante fue
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descartado y el pellet de células fue Re suspendido en 200ul de PBS para el andlisis
por citometria de flujo. Las muestras fueron verificadas por medio de citometro de
flujo!, por medio del software de adquisicién?. Las poblaciones de células fueron
definidas en graficos de tamafio por complexidad (FSCxSSC) en escala lineal. La
poblacién de mayor tamafio y complexidad fue caracterizada como los neutrofilos y
fue utilizada para definir parAmetros de adquisicion y posterior analisis. Tubos
blancos fueron usados para determinar ausencia de fluorescencia en cuanto a los
tubos de burst basal fueron aplicados para definir positividad de fluorescencia verde
no detector FL1, sin ultrapasar

los limites posibles. Fueron salvados 7000 eventos de la poblacion de neutréfilos
para cada archivo (animal/tiempo). Los datos fueron analizados utilizando el
programa FlowJo3. Fue solicitado a el programa el calculo de media geométrica de
fluorescencia (geomean) en el canal FL1 y los valores fueron extraidos en planillas
de Microsoft Excel.

10.8 Disefio estadistico

Los resultados son presentados en medias y desviacién estandar, a los cuales se les
aplico prueba de homogeneidad de varianza, Bartlett, y posteriormente fueron
tratados con ANOVA de una via y posthoc Tukey-Kramer. La significacion
estadistica fue de p <0,05. Para estas actividades se utilizé el programa estadistico

OpensStat 4. Version 9.0.

L FACSCalibur (BD Bioscience)
2 Cell Quest (BD Bioscience)
3 FlowlJo versdo 7.6.4 para Windows (Treestar, Inc.)
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11. RESULTADOS

11.1 examen fisico

La frecuencia cardiaca, respiratoria, temperatura y motilidad intestinal no se alteraron
significativamente entro los grupos (GT y GC) o entre los momentos dentro de los
grupos (p>0,05) (Graficos 1,2,3 vy 4).
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Grafico 1- medias y desvio estandar de la frecuencia cardiaca (Ipm) de los animales
tratados (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento.
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Grafico 2 — Medias y desvio estandar de la frecuencia respiratoria (rpm) de los
grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del

animales del
experimento.
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Grafico 3— medias y desvio estdndar de la temperatura rectal (°C) de los animales

del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento.
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Grafico 4— Medias y desvio estandar de la motilidad intestinal de los animales del

grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento.
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11.2 HEMOGRAMA

El nimero de eritrocitos aumento significativamente en el grupo GT en relacién a los
valores iniciales en todos los momentos y en relacion a el GC en los momentos D14
y D21 (p<0,05) (Grafico 5).
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Grafico 5- Medias e desvio estandar del niumero de eritrocitos (cel/uL) de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento, * Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05); f
Diferencia estadistica entre GC y GT.

El hematocrito aumento en el GT en relacion a los valores iniciales de D7 hasta D21
(p<0,05). En el GC hubo aumento en relacion a los valores iniciales en el D14
(p<0,05). Se observé en el GT aumento en relacion a el GC en los momentos D7 a
D21 (p<0,05) (Grafico 6).
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Grafico 6 - Medias y desvio estandar de hematocrito (%) de los animales del grupo
tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento, * Diferencia
estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05); f Diferencia estadistica entre

GCyGT.

Las concentraciones de hemoglobina aumentaron en el GT en relacion a los valores

iniciales del D7 (p<0,05). En el GC hubo aumento en relacién a los valores iniciales

en el D7 (p<0,05). Se observo en el GT aumento en relacion a el GC en el momento
D14 (p<0,05) (Grafico 7).
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Grafico 7 — Medias y desvio estandar de la hemoglobina (g/pL) de los animales del
grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento, *
Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05); f Diferencia
estadistica entre GC y GT.

El CHCM aumento significativamente en el GT con relacion a los valores iniciales a
partir del D14 y en relacién a el GC en los momentos D7 hasta D21 (p<0,05) (Grafico
8).
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Grafico 8 - Medias y desvio estandar del CHCM (%) de los animales del grupo
tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento, * Diferencia
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estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05); f Diferencia estadistica entre
GCyGT.

El HCM no vario significativamente entro los grupos ni entre los momentos del mismo

grupo (p>0,05) (Grafico 9).

17 ~

mGT
GC

HCM (pg)

DO D7 D14 D21 D28

Momento (dias)

Grafico 9 - Medias y desvio estandar de HCM (%) de los animales del grupo tratado
(GT) y el grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento.

El VCM disminuyo en el GT en relacion a los valores iniciales a partir de D21
(p<0,05). En el GC hubo disminucién significativa en relacién a los valores iniciales a
partir de D7. Se observo en GT aumento en relacion a el GC en D7 y D14 (p<0,05)

(Grafico 10).
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Grafico 10 - Medias y desvio estandar de VCM (%) de los animales del grupo tratado
(GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento, * Diferencia
estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05); f Diferencia estadistica entre
GCyGT.

Las plaquetas aumentaron en el GT en relacién a los valores iniciales en D21
(p<0,05). No se observé diferencia estadisticamente significativa entre GT y GC

(p>0,05) (Graficoll).
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Grafico 11 - Medias y desvio estandar de las plaguetas (cel/uL) de los animales del
grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del experimento, *
Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05).

El nimero de neutréfilos disminuyo en el GT en relacién a el GC en el D14 (p<0,05).
No hubo diferencia significativa en el nimero de eosindfilos, monocitos, linfocitos y
leucocitos totales entre los grupos o entre los momentos dentro del mismo grupo
(p>0,05) (Gréficos 12,13,14,15 y 16).
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Grafico 12- Medias y desvio estandar del numero de neutrofilos (cel/uL) de los

animales del

grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del

experimento, f Diferencia estadistica entre GC y GT.
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Grafico 13 - Medias y desvio estandar del numero de eosinofilos (cel/uL) de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del

experimento.
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Grafico 14- Medias y desvio estandar del numero de monocitos (cel/uL) de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del

experimento.
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Grafico 15 - Medias y desvio estandar del nimero de linfocitos (cel/uL) de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del

experimento.
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Grafico 16 — Medias y desvio estandar del numero de leucocitos (cel/pyL) de los

animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento.

11.3 BIOQUIMICO.

Hubo un aumento en la concentracion de creatinina en el GT en relacion a los
valores iniciales en el D21(p<0,05). No hubo aumento significativo en el GC ni entre
los grupos GT y GC (p>0,05) (Grafico 17).
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Grafico 17- Medias y desvio estandar de la concentracion de creatinina (Mg/dL) de
los animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento, * Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05).

Se observo aumento en la concentracion de urea en el GC en relacién a los valores
iniciales en los D7 y D21 (p<0,05). No hubo diferencia significativa entre los
momentos del GT (p>0,05). Se observé en el GT disminucién en relacién al GC en el
D28 (p<0,05) (Grafico 18).
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Grafico 18 - Medias y desvio estandar de la concentracion de urea (Mg/dL) de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento, * Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05); f
Diferencia estadistica entre GC y GT.

La concentracion de bilirrubina directa aumento en el GT en relacién a los valores
iniciales en el D28(p<0,05), y en relacion al GC en el momento D28 (p<0,05). No

hubo diferencia entre los momentos en el GC (p>0,05) (Grafico 19).
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Grafico 19 - Medias y desvio estandar de la concentracion de bilirrubina directa
(Mg/dL) de los animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes
dias del experimento, * Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales
(p<0,05); f Diferencia estadistica entre GC y GT.

Hubo aumento en la concentracion de bilirrubina total en el GT en relacion a los
valores iniciales a partir del D14 (p<0,05). En el GC hubo aumento en relacion a los
valores iniciales en los D14 y D21(p<0,05). No hubo diferencia entre GT y GC
(p>0,05) (Grafico 20).
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Grafico 20 - Medias y desvio estandar de la concentracion de bilirrubina total (Mg/dL)
de los animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del

experimento, * Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05).

Las concentraciones de AST y GGT no mostraron diferencia significativa (p>0,05)

(Gréficos 21y 22).
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Grafico 21 - Medias y desvio estandar de la concentracion de AST (U/L) de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del

experimento.
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Grafico 22- Medias y desvio estandar de la concentracion de GGT (U/L) de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento.

La concentracion de albumina aumento en el GT en relacion a los valores iniciales de
D7 a D21 (p<0,05). En el GC hubo aumento en relacién a los valores iniciales de D7

e D14 (p<0,05). No se observo diferencia entre GT y GC (p>0,05) (Grafico 23).
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Grafico 23 - Medias y desvio estandar de la concentracion de albumina (g/dL) de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento, * Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05).

La concentracion de proteina total aumento en el GT en ralacion a los valores
iniciales de D7 a D21 (p<0,05). No se observé diferencia entre los momentos de GC
ni entre GT y GC (p>0,05) (Grafico 24).
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Grafico 24- Medias y desvio estandar de la concentracién de proteina total (g/dL) de
los animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento, * Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05).

11.4 ANALISIS DE FIBRINOGENO PLASMATICO

No fueron observadas diferencias entre las concentraciones de fibrinégeno
plasmatico entre los momentos dentro de los grupos ni entre los grupos (GT y GC)
(p>0,05) (Grafico 25).
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Grafico 25 - Medias y desvio estandar de la concentracion de fibrin6geno (mg/dL) de
los animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento.

11.5 CUANTIFICACION DE PROSTAGLANDINA E2 (PGE2)

No fueron observadas diferencias en la cuantificacion de prostaglandina E2 (PGE2)

entre los momentos dentro de los grupos (p>0.05). Se observé en el GT aumento en

relacion a el GC en los momentos DO, D7, D14, D21 y D28 (p<0,05) (Grafico 26).
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Grafico 26- Medias y desvio estandar en la cuantificacion de prostaglandina E2
(PGE2) de los animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes
dias del experimento, f Diferencia estadistica entre GCy GT.

11.6 EVALUACION DEL ESTRES OXIDATIVO

Se observd aumento en el indice de activacion de neutréfilos (burst activado/burst
basal) en el GC en relacion a los valores iniciales en los momentos D11, D21 y D28.
(p<0,05). No hubo diferencia entre los momentos del GT(p>0,05). Se observé en el

GT aumento en relacion a el GC en los momentos DO y D28. (p<0,05) (Grafico 27).
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Grafico 27 - Medias y desvio estandar del indice de activacién de neutrdéfilos de los
animales del grupo tratado (GT) y grupo control (GC) en los diferentes dias del
experimento, * Diferencia estadistica en relacion a los valores iniciales (p<0,05); f
Diferencia estadistica entre GC y GT.
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12 DISCUSION

Payr y Aubourg (1936), fueron los primeros en sugerir la insuflacion rectal de ozono
en el colon y hoy esta via ha sido frecuentemente adoptada en todo el mundo por ser
de facil realizacién, bajo costo y practicamente libre de riesgos (Velio Bocci, 2010).
La insuflacion rectal es potente para el tratamiento de las enfermedades infecciosas y
no infecciosas del sistema digestivo, puesto que ozono actla destruyendo parasitos
gastrointestinales, virus, ritckettsias, bacterias, protozoarios y hongos, siendo

también efectivo en la enfermedad inflamatoria intestinal (Leyva, 2011).

Durante la realizacion de este estudio, en ningdn momento del tratamiento los
animales demostraron incomodidad o alteracion de comportamiento durante la
administracion de ozono trans-rectal, solo se observo un aumento en el nimero de
defecaciones. Las constantes fisiolégicas se mantuvieron dentro de los valores
normales a lo largo del tratamiento corroborando con (Haddad et al., 2009), el cual
utilizo aplicaciones intravenosas de 500 y 1000 mL de la solucién fisiolégica con

0zONOo en equinos sanos.

El efecto de ozono en las células rojas, el mejoramiento en las propiedades
reolégicas de la sangre, mas el aumento en la flexibilidad de los eritrocitos, fueron
logrados con la aplicacion de ozono en auto-hemoterapia (V. A. Bocci, 2007; Gérard,
2001; Menéndez, 2008; Sousa, 2009), en el estudio realizado por (Lopez, 2007) el
cual utilizo auto-hemoterapia con ozono en dosis de 500 y 1000 mL, se obtuvo como
resultado aumento significativo en las células rojas, semejante a los resultados
obtenidos en este trabajo. Estos resultados estan de acuerdo con los estudios
realizados en humanos, en los cuales los pacientes respondieron al tratamiento con
ozono de una forma similar tanto en auto-hemoterapia como a la insuflacion rectal (V.
A. Bocci, 2007; Gérard, 2001; Menéndez, 2008; Sousa, 2009)

Un aumento gradual a lo largo del tratamiento en el CHCM indica que ozono ayuda a

mejorar la oxigenacion de los eritrocitos y es un tratamiento que puede ser utilizado
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en enfermedades circulatorias, datos semejantes fueron encontrados por (V. A.
Bocci, 2007; Re et al., 2008). Estos autores observaron el mejoramiento en las
propiedades reologicas de la sangre acompafado por un crecimiento en la
flexibilidad de los eritrocitos. En este estudio fue observado un aumento en el nimero
de hematies, en el valor de hematocrito, en la concentracion de hemoglobina, y
disminucién del VCM. Mismo con disminucion del VCM lo que hace referencia a un
namero menor de hematies por espacio, los valores estan dentro de los parametros
de referencia para equinos segun (Carvalho, Macedo, Teixeira, Binda, & Coelho,
2016). probablemente estos resultados son debido a los efectos de ozono, cuando se

mezcla el gas con las membranas de esas células (V Bocci, 1994).

En este estudio los valores de las células blancas no demostraron aumento
significativo, lo cual puede ser debido a la dosis y/o via utilizada, que no fueron
eficaces para inducir una respuesta mas activa de la medula 6sea. (LOpez, 2007;
Penido, 2010) afirman que el ozono fortalece el sistema inmunoldgico, principalmente
en dosis de 100mL, estimulando las células blancas y aumentando la actividad de los
leucocitos para detectar células patdgenas que producen cancer y demas
enfermedades, los resultados sugieren que una dosis mas elevada de ozono podria
inducir una respuesta mas activa de la medula 6sea para la liberacion de estas
células en la circulaciébn sanguinea. Se acredita también que los efectos de los
metabolitos de ozono pueden llevar a aumento en la actividad de los linfocitos

ayudando en el fortalecimiento de las defensas del organismo (Silva et al., 2009).

Los datos obtenidos en este estudio para el perfil renal (urea y creatinina) estan
dentro de los de referencia segun (Neves et al.,, 2014), lo cual indica que la
insuflacion de ozono transrectal en las dosis utilizadas en este trabajo , no afectaron

la funcién renal de los caballos.

En este estudio los valores de las bilirrubinas directa y total presentaron aumento en
relacion a los valores iniciales, mas continlan dentro de los valores de referencia

segun (Dias, Ch, Li, & G, 2011). Los valores de GGT y AST no sufrieron alteracion.
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Podemos inferir que la insuflacion transrectal de ozono, no interfirid6 en el perfil
hepatico. En el estudio de (H. Ajamieh, Merino, & Candelario-jalil, 2002), la AST se
mantuvo estable durante la utilizacion de insuflacion rectal de ozono en la
isquemial/reperfusion; en el estudio realizado por (Haddad et al., 2009), auto-
hemoterapia con ozono, la GGT también se mantuvo dentro de los valores de

referencia.

A pesar que los valores de fibrinbgeno plasmatico permanecieron sin alteraciones
durante el periodo experimental, fue observado un aumento en la concentracién de
proteina total, principalmente en consecuencia del aumento en la concentracion de

albumina.

En este estudio la PGE2 fue mayor en el grupo tratado desde el momento O en
comparacion al grupo control, posiblemente en consecuencia de la castracion
realizada en todos los animales antes de comenzar el experimento, cuyo intervalo de
tiempo entre la misma y el inicio del experimento fue menor en el grupo tratado.
Debido a esta observacion, podemos inferir que el ozono no inhibié a sintesis de
PGs. La PGE2 es considerada uno de los principales mediadores inflamacion y de
dolor. En el trato gastrointestinal la PGE2, es sintetizada a partir de COX-1, es
responsable por mantener el flujo sanguineo de la mucosa gastrica e intestinal, y
esta asociada a producciéon de moco, secrecion de bicarbonato, inhibicién de la
secrecion gastrica, vasodilatacion, regeneracion epitelial, division celular y
angiogénesis (Halter & Peskar, 2001). Las prostaglandinas también interfieren en la
motilidad gastrointestinal, cuyo efecto varia dependiendo de la region intestinal y de
la orientacion de la musculatura lisa. A pesar de la insuflacién transrectal de 03,
alteraciones en la motilidad de los animales no fueron observadas, lo Unico
observado fue aumento en el numero de las defecaciones después de la insuflaciéon

con 0zono, que puede estar ligado a la manipulacion.

En el estudio realizado por (Van Hoogmoed, 2002), la PGE2 aumento la fuerza

contractil de la musculatura lisa longitudinal del colon dorsal y ventral, disminuyo la
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actividad contractil de la musculatura lisa circular del colon ventral y aumento de la
flexura pélvica y la PGE2a aumento la contractilidad de la musculatura longitudinal
del colon dorsal, ventral y flexura pélvica. Segun (Melo, Fi6rio, Barbosa, Araujo, &
Ferreira, 2009) el aumento de la contractibilidad se debe a la elevacién de la
concentracion de calcio citosolico, reduccion de la sintesis de AMP ciclico o
induccion de la liberacién de aceltilcolina por el plexo mioenterico. Es por eso que
los farmacos que inhiben las PGs causan disturbios en el sistema gastrointestinal,

principalmente ulceras gastricas e intestinales.

La citomentria de flujo fue utilizada para analizar el comportamiento de los neutroéfilos
y su mudanza en el indice de activacion. Segun la ozonoterapia actla en estas
células mejorando su funcion y haciendo que ellas se activen mas facilmente e con
mas eficiencia. En este estudio no fue observado aumento o disminucién en la
induccion de la actividad de neutrdéfilos, al contrario de lo observado en el grupo
control, mas susceptible al desafio con PMA. Podemos inferir que 03 actu6 como

modulador de estas reacciones.
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13 CONCLUSIONES

1. La aplicacién transrectal de O3 no afecta las constantes fisiologicas de los

equinos en la via y dosis utilizadas en este estudio

2. La aplicacion transrectal de O3 puede mejorar indirectamente la oxigenaciéon y
el metabolismo de los tejidos, debido al efecto directo en el nimero de células

rojas y cantidad de hemoglobina; y modular produccion de EROs.

3. La aplicacion transrectal de O3 no presento efectos anti-inflamatorios a traves
de la medicion de PGE2 este modelo experimental.
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15. ANEXOS

15.1 certificado comision de bioética

FACULDADRE DE MEDICINA YETERIMARIA E ZO0OTECH 1A

Comissdo de Enica no Uso de Animals ——

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Awvaliagdo do efeito anti-inflamatério do ozdnio medicinal trans-retal em cavalos®,
protocolada sob o CEUA n@ 6720220516, sob a responsabilidade de Raquel Yvone Arantes Baccarin - que envolve a produgdao,
manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata [exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de gutubro de 2008, com o Decreto §.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal [CONCEA], & fioi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo [CEUAFMVZ) na reunido de 15/03/2017.

We certify that the proposal *Evaluation of the ant-inflammatory effect of the trans - rectal medical ozone in horses®, utilizing 12
Equines (12 males], protocol number CEUA 6720220516, under the responsibility of Raquel Ywone Arantes Baccarin - which
involves the production, maintenance andjor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the School of Veterinary Medicine and Animal Science [University of Sao
Paulo) (CEUA/FMVZ) in the meeting of 03/15/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 07/2016 a 06/2017 Area: Clinica Médica Veterindria

Origem: Animais provenientes de doacdo espontinea

Espécie: Equideas sexo: Machos idade: 2 a3 anos N: 12
Linhagem: Puro Sangue Arabe Peso:  260a 350 kg

Resumo: A ozonicterapia envolve a aplicagdo de ozbnio medicinal (03) com objetivo terapéutico, ou seja, uma mistura de ozdnio e
oxigénio que reagird com moléculas diferentes no corpo, tais como lipidios e proteinas. As espécies reativas de oxigénio e produtos
de liporeroxidagdo produzidos pelo contato com o ozdnio exercerdo uma série de efeitos no organismo como, melhora da
oxigenagdo e metabolismo dos tecidos, angiogénese, aumento dos mecanismos antioxidantes, melhora do sistema imune, efeito
anti-inflamatério e modulagdo dos mediadores guimicos da dor. A ozonoterapia ja é bastante difundida e estudada na medicina
humana, mas nos Gltimos anos tem sido utilizada em estudos na medicina veterinaria, demonstrando seu efeito terapéutico em
varias afecgdes. Porém, estudos expressivos que comprovem sua seguranca e eficdcia em equinos s30 escassos. O objetivo deste
estudo & avaliar o efeito anti-inflamatdrio do ozono medicinal via trans-retal.

Local do experimento: HOVET/USP

530 Paulo, 13 de abril de 2017

Profa. Dra. Denise Tabacchi Fantoni Roszeli da Costa Gomes
Presidente da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Secretaria Executiva da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
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