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APRESENTACAO

Ao longo tempo, diversos campos cientificos estdo evoluindo com descobertas
e inovacbes a partir de estudos cientificos devidamente constituidos, organizados e
executados. No campo da medicina veterinaria a linha cientifica frequentemente esta sendo
cada vez mais refinada e aprimorada, visto que cada pesquisa, estudo e trabalho cientifico,
configuram-se como elementos imprescindiveis que enaltecem o grau de conhecimento
desses profissionais tdo importantes na sociedade.

Pretende-se, por meio dessa obra, contribuir ainda mais ao campo cientifico
veterinario com conhecimento das mais variadas areas do curso de medicina veterinaria,
afim de auxiliar e ajudar a comunidade académica e os profissionais que estdo em busca
de uma fonte de conhecimentos aprofundada e escritos pelos profissionais renomados na
area da Ciéncia Animal.

O livro é composto por 21 capitulos que discorrem essencialmente sobre relevantes
questdes de indole veterinaria, tanto no que concerne a animais domésticos quanto animais
silvestres. Além disso, através de abordagens anatémicas e fisiolégicas, cada assunto é
tratado com maxima qualidade e preciséo, visto que um dos intuitos principais da obra é
contribuir significativamente no ambito da medicina veterinaria, afim de auxiliar e amparar
aos profissionais da situada area no que diz respeito as anélises clinicas e patologicas dos
animais.

Outrossim, esperamos que vocé, caro leitor(a), surpreenda-se e aproveite bem
cada particularidade desta obra que, por sua vez, foi preparada com muito cuidado, zelo e
dedicacéo. Boa leitura!

Alécio Matos Pereira
Davila Joyce Cunha Silva
Gilcyvan Costa de Sousa
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CAPITULO 2

ALTERACAO DOS PARAIVIETROS
HEMATIMETRICOS E BIOQUIMICOS EM
CODORNAS COM APLICACAO DE OZONIO POR

Data de aceite: 01/08/2022

Domingos Savio de Aquino Junior

11l Encontro Cientifico Internacional de Ozonioterapia

RESUMO: A técnica de ozonioterapia vem sendo
utilizada no Brasil desde a década de 70, dentre
suas indicacdes terapéuticas encontram-se:
doencas isquémicas, osteoartrose, abcessos
com fistula, Ulceras crénicas, doengas infecciosas
agudas e crbnicas, lesdes de coluna, alergias,
etc. Para cada afeccdo um modo especifico
de aplicacdo ou a conjugacdo de diversas
modalidades de aplicagdo, como por exemplo a
insuflagéo retal, intramuscular, cutanea e auto-
hemoterapia € indicada, usufruindo-se assim
da capacidade do gas de estimular o sistema
imunolégico, estimular o sistema antioxidante ou
mesmo valendo-se da capacidade bactericida,
fungicida e viricida do mesmo. O presente
trabalho tem a intencdo de investigar a presenca
de alteragcbes hematimétricas e bioquimicas no
sangue das aves ap0s a insuflagdo cloacal da
mistura de ozdnio e oxigénio, com a intengéo de
avaliar possiveis alteracbes e sua semelhanca
aos relatos da aplicagdo em mamiferos, uma
vez que na literatura os relatos da aplicagédo
sistémica da ozonioterapia em aves € raro. Para
tanto foram utilizadas seis codornas domésticas
(Coturnix coturnix), divididas em grupo controle,
grupo verde e grupo branco que receberam por
insuflacdo cloacal respectivamente oxigénio
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medicinal, mistura oxigénio\ozoénio a 10mcg\
ml e mistura oxigénio\ozénio a 30mcg\ml. Os
pardmetros hematoldgicos foram analisados
em trés momentos sendo previamente a
primeira aplicacao dos gases (T0), 48h apds
a quinta aplicacdo dos gases (T1) e 48 ap6s a
décima aplicagdo dos gases (T2). Nos grupos
que receberam ozbnio, foi possivel observar
alteracbes em parametros séricos, mostrando
que a insuflagédo cloacal é uma via possivel
de se trabalhar nesta espécie, contudo, sao
necessarios mais estudos visando determinar a
relacdo dose efeito nas aves e suas possiveis
aplicacbes clinicas.

PALAVRAS-CHAVE: Ozonioterapia, aves,
hematimétrica, bioquimica.

RESUMEN: La técnica de la ozonoterapia
se utiliza en Brasil desde los afios 70, entre
sus indicaciones terapéuticas se encuentran:
enfermedades isquémicas, osteoartrosis,
abscesos con fistula, Ulceras croénicas,
enfermedades infecciosas agudas y croénicas,
lesiones de columna, alergias, etc. Para cada
afeccion esta indicada un modo de aplicacion
especifico o la combinacion de diferentes
modalidades de aplicacion, como la insuflacion
rectal, intramuscular, cutanea y autohemoterapia,
aprovechando asi la capacidad del gas para
estimular el sistema inmunolégico, estimular el
sistema antioxidante o incluso haciendo uso de
su capacidad bactericida, fungicida y viricida. El
presente trabajo pretende investigar la presencia
de alteraciones hematimétricas y bioquimicas en
la sangre de aves tras la insuflacion cloacal de
la mezcla de ozono y oxigeno, con la intencion
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de evaluar posibles alteraciones y su similitud con reportes de aplicacion en mamiferos,
ya que en la literatura , los informes de aplicacion sistémica de ozonoterapia en aves son
raros. Para ello se utilizaron seis codornices domésticas (Coturnix coturnix), divididas en un
grupo control, un grupo verde y un grupo blanco que recibieron, respectivamente, oxigeno
medicinal, una mezcla de oxigeno / ozono a 10 mcg \ ml y una mezcla de oxigeno. \ ozono a
30 mcg \ ml. Los parametros hematoldgicos se analizaron en tres momentos, con la primera
aplicacion de gas previamente (T0), 48 horas después de la quinta aplicacion de gas (T1) y
48 horas después de la décima aplicacion de gas (T2). En los grupos que recibieron ozono se
pudo observar cambios en los parametros séricos, demostrando que la insuflacién cloacal es
una forma posible de trabajar en esta especie, sin embargo, se necesitan mas estudios para
determinar la relacion del efecto en aves y sus posibles aplicaciones clinicas.

PALABRAS CLAVE: Ozonoterapia, aves, hematimétrico, bioquimica.

11 INTRODUCAO

A utilizacdo de aves como animais de companhia vem ganhando espago e
substituindo outras espécies como caes e gatos em alguns lares, seja devido a maior
variedade disponivel no comércio nos ultimos anos, a proximidade que algumas espécies
apresentam com o tutor como no caso dos psitacideos ou pela exuberancia das cores e
cantos das aves canoras, tudo isso associado ao seu pequeno tamanho e a facilidade de
manejo de algumas espécies faz com que se tornem cada vez mais presentes nos lares.

A medicina de aves, excluindo-se a avicultura de produgéo, tem uma histéria muito
curta se comparada com outras areas da medicina veterinaria, a anestesia e a cirurgia de
passaros eram quase desconhecidas até o final dos anos 1960 (Altman 1998), a aplicagéo
das terapias integrativas nos animais de companhia como cées e gatos ja é amplamente
aplicada, no entanto, para aves vem se difundindo mas ainda séo raras as publicagdes e
literatura cientifica nesta area.

Os primeiros relatos da aplicacdo de oz6nio como técnica terapéutica datam do
século passado quando durante a Primeira Guerra Mundial o gas foi utilizado no tratamento
de feridas de soldados (Bocci, 2006).

No Brasil a ozonioterapia vem sendo aplicada desde a década de 70 e, através dos
resultados apresentados, ganhando espaco e sendo aprimorada, com isso a ozonioterapia
passou a ser reconhecida pelos conselhos de classe das mais diversas areas da salide como
Conselho Federal de Odontologia, Conselho Federal de Enfermagem e mais recentemente
passou a ser reconhecida também pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria, como
Atividade Clinica, através da Resolugdo CFMV n. 1.364, de 22 de outubro de 2020.

A aplicacdo do O3 medicinal provoca um estresse oxidativo controlado (Borges
et al, 2019), sistemicamente essa aplicacdo atua melhorando a resposta antioxidante,
modulando o sistema imunolégico e o sistema circulatério. Uma das principais vias de
administracédo da mistura oz6nio/oxigénio € a insuflagéo retal mas, existem diversas outras
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vias de aplicagdo do gas e a conjugacao de técnicas que atuam ndo s6 como tratamento
das afec¢cbes mas também como redutor dos efeitos colaterais inerentes a propria patologia
ou da aplicacdo das medicagbes alopaticas, o que faz com que o 0zbénio seja um grande
destaque na medicina integrativa, unindo-se sua aplicacdo a alopatia para atingir os
objetivos do tratamento com maior eficiéncia e minimizar os efeitos colaterais (Ribeiro,
2019).

21 OBJETIVOS

O presente trabalho visa relatar por meio de exames bioquimicos e hematimétricos,
realizados em tempos pré-determinados, alteracdes causadas pela aplicagdo da
ozonioterapia, via insuflagdo cloacal em aves, gerando dados que impulsionem novos

estudos e a aplicacédo desta técnica na rotina clinica.

31 MATERIAIS E METODOS

Os exames complementares foram realizados no laboratério do Hospital Veterinario
Faccioni (HOVET-FACCIONI), na cidade de Guarulhos-SP.

A realizagdo desta pesquisa ocorreu mediante aprovagdo da Comissédo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Guarulhos (UNIVERITAS-UNG), sob o protocolo
n° 050/20.

3.1 Animais

Foram utilizadas seis codornas (Coturnix coturnix), clinicamente sadias, com
peso médio de 280g, recebendo ragdo comercial e agua ad libitum, mantidas em gaiolas
especifica para produgao de ovos.

3.2 Gerador de ozoOnio

O equipamento para geragdo da mistura oxigénio\ozénio, conhecido como 0zbnio
medicinal foi um gerador modelo O&L 1.5 - Portatil, da marca Ozone and Life, acoplado
a um cilindro de oxigénio medicinal. O equipamento permite produzir uma mistura com
concentragdes que variam de 1 a 72mg\L, sendo esta mistura colhida através de uma
seringa acoplada na saida especifica.

3.3 Procedimento

Os animais passaram por anamnese prévia e foram divididos em trés grupos
sendo: grupo controle (GC) duas codornas, aplicagcdao de oxigénio medicinal, grupo verde
(GV) duas codornas, aplicagcao de ozénio 10mcg\ml, grupo branco (GB) duas codornas,
aplicacédo de ozbénio 30mcg\ml.

Todos os grupos passaram por aplicagdo de gas através de insuflagéo cloacal, com
intervalos de 48h.
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Para avaliagcdo dos parametros hematimétricos e bioquimicos foram coletadas trés
amostras sanguineas, apés 48h da Gltima aplicacdo, sendo: pré aplicagdo (T0), 48h pos a
quinta aplicagdo (T1), 48h apds a décima aplicagéo (T2).

As amostras foram coletadas em frascos especificos para cada finalidade sendo as
encaminhadas para avaliagdo bioquimica em frasco seco e as amostras para realizagéo do
hemograma e esfregaco em tubos contendo anticoagulante EDTA.

3.4 Testes laboratoriais

Foi realizada através de contagem manual, a contagem total e diferencial de
leucocitos, morfologia celular, hematdcrito e proteinas totais plasmatica.
No exame bioquimico foram avaliados valores de albumina, glicose e AST.

3.5 Obtencéao das amostras

Amostras de sangue (1ml) foram coletadas por pun¢éo da veia jugular, em seringa
de 1ml e destinadas imediatamente aos tubos especificos para bioquimico e hemograma
(seco e com EDTA, respectivamente) até posterior analise, ndo excedendo intervalo maior
que 2h para analise.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Fig.1: Concentragao de aspartato aminotransferase AST (U\L) de codornas submetidas a insuflagdo

cloacal de oxigénio (GC), insuflacéo cloacal de 0zénio 10mcg\ml (GV) e insuflagéo cloacal de ozbénio

30mcg\ml (GB), - antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da sexta aplicagéo (T1) e
48h apo6s a décima aplicagao (T2).

Na avaliacdo das concentracbes de AST realizados nesse trabalho, foi observada
diferenca significativa entre os grupo controle (GC) e grupo verde (GB), entre TO e T2,
quando comparados ao grupo branco (GB). O grupo que recebeu uma dose 10mcg\ml (GV)
houve aumento expressivo do valor da AST e no grupo que recebeu 30mcg\ml (GB) a AST
permaneceu estavel mas com valor alto, se comparado ao grupo controle (Fig.1). Esse
aumento por ser modesto parece ndo expressar uma lesdo hepatica, a elevagdo desse
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parametro pode indicar catabolismo muscular por contencéo fisica, manipulagdo excessiva
ou um aumento no metabolismo como um todo, por se tratar de animais jovens ainda em
desenvolvimento, talvez o incremento de oxigénio juntamente com uma disponibilidade
aumentada da glicose celular pode ter acelerado o processo de degradacgéo e biossintese
de aminoacidos (Bulies, 1996).

Fig.2: Glicose (mg/dL) de codornas submetidas a insuflagéo cloacal de oxigénio (GC), insuflagao
cloacal de 0zénio 10mcg\ml (GV) e insuflagéo cloacal de ozénio 30mcg\ml (GB), - antes do inicio do
tratamento (T0O), imediatamente antes da sexta aplicagdo (T1) e 48h apo6s a décima aplicagdo (T2).

Conforme observado no grafico acima (Fig.2), a glicose ndo apresentou uma
variacao continua ou significativa e nenhum dos grupos, apesar de ja ter sido demonstrado
que a aplicacao retal em humanos com hiperglicemia tem efeito hipoglicemiante (Martinez-
Sanchez et al, 2005).

Fig.3: Albumina Sérica (g/dL) de codornas submetidas a insuflacéo cloacal de oxigénio (GC), insuflagao
cloacal de ozénio 10mcg\ml (GV) e insuflagéo cloacal de ozénio 30mcg\ml (GB), - antes do inicio do
tratamento (T0O), imediatamente antes da sexta aplicacéo (T1) e 48h ap6s a décima aplicagdo (T2).
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Fig.4: Proteina Plasmatica Total - PPT (g/dL) de codornas submetidas a insuflagdo cloacal de oxigénio
(GC), insuflagéo cloacal de oz6nio 10mcg\ml (GV) e insuflagéo cloacal de 0zénio 30mcg\ml (GB), -
antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da sexta aplicagéo (T1) e 48h apo6s a décima
aplicacéo (T2).

Conforme observado nos graficos acima a albumina (Fig.3) e a PPT (Fig.4), ndo
apresentaram uma variagdo continua ou significativa e nenhum dos grupos e tempos de
amostragem, sendo que os parametros tem uma correlagédo direta entre eles. A albumina
apresentou um aumento entre TO e T1 seguido de uma queda entre T1 e T2, enquanto a
PPT teve um pequeno aumento entre TO e T3. As variagcbes pequenas e apresentadas por
todas aves nédo permitem afirmar que houve uma reacgéo a aplicagéo da ozonioterapia nos
testes realizados (Mitchell & Johns, 2008).

Fig.5: Hematocrito - HTC (%) de codornas submetidas a insuflagéo cloacal de oxigénio (GC), insuflagéo
cloacal de ozénio 10mcg\ml (GV) e insuflagéo cloacal de ozénio 30mcg\ml (GB), - antes do inicio do
tratamento (T0O), imediatamente antes da sexta aplicagéo (T1) e 48h ap6s a décima aplicagdo (T2).

Referente ao hematécrito, conforme observado na Fig.5, nenhum grupo apresentou
uma variagao significativa deste parametro em relacdo aos demais, sendo observado
apenas um pequeno aumento gradual que aparenta ser fisiol6gico e similar em todos

animais a exemplo do que ocorreu com outros parametros analisados.

Ciéncias veterinarias: Conduta cientifica e ética 2 Capitulo 2 _



Fig.6: Contagem de heterofilos (%) de codornas submetidas a insuflagéo cloacal de oxigénio (GC),
insuflacéo cloacal de ozénio 10mcg\ml (GV) e insuflagdo cloacal de ozénio 30mcg\ml (GB), - antes do
inicio do tratamento (TO0), imediatamente antes da sexta aplicacdo (T1) e 48h apds a décima aplicagao

(T2).

Os heteréfilos sdo leucécitos polimorfonucleares das aves, equivalentes aos
neutréfilos nos mamiferos. Sob estimulo, expressam receptores de membrana responsaveis
pela aderéncia e migracdo pelo endotélio vascular migrando ao sitio de infeccdo por
quimiotaxia. Apds a ativacdo dessas células hd uma grande producdo de superoxido
dismutase através do mecanismo de respiracdo NADPH oxidase, similar ao metabolito
gerado pela aplicagcéo do ozénio. Isto pode explicar um aumento destas células, observado
nos grupos GV e GB, apds o primeiro ciclo de aplicagbes (entre TO e T1), indicando um
recrutamento maior destas células por quimiotaxia, seguido de uma baixa entre T1 e T2,
voltando proximo aos valores do grupo controle (Fig.6). Apesar do aumento de neutréfilos
em mamiferos ter como uma possivel causa o estresse da colheita de amostra de sangue,
neste caso a alteragdo ocorreu apenas nos grupos que receberam ozénio, ficando ainda
mais evidente esta relagé@o se levado em conta o fato de que os valores aumentaram nos
grupos GV e GB no primeiro ciclo de aplicacdes enquanto no grupo controle (GC) os valores

sofreram uma queda.
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Fig.7: Contagem de baséfilos (%) de codornas submetidas a insuflagédo cloacal de oxigénio (GC),
insuflacéo cloacal de ozénio 10mcg\ml (GV) e insuflagdo cloacal de oz6nio 30mcg\ml (GB), - antes do
inicio do tratamento (TO0), imediatamente antes da sexta aplicacdo (T1) e 48h apds a décima aplicagao

(T2).

O aumento dos baséfilos nas aves parece estar relacionado a fase inicial de
inflamacgdes agudas, estas células possuem histamina em seus granulos a exemplo do
que ocorre nos mamiferos (MITCHELL & JOHNS, 2008). Foi possivel observar um grande
aumento nesse grupo celular, entre TO e T1, nos grupos que receberam ozénio por insuflagdo
cloacal, aparentemente causado pelo ozénio, alteracdo que se mostrou transitéria voltando

os valores préximo aos iniciais em T2, reacdo apresentada também de forma mais amena

pelo grupo controle (Fig.7).

Fig.8: Contagem de eosindfilos (%) de codornas submetidas a insuflagdo cloacal de oxigénio (GC),
insuflagcdo cloacal de 0zénio 10mcg\ml (GV) e insuflagdo cloacal de ozénio 30mcg\ml (GB), - antes do
inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da sexta aplicacdo (T1) e 48h apds a décima aplicagdo

(T2).

Os eosindfilos nas aves podem estar associados a infecges parasitarias, processos

inflamatérios e reacdo de hipersensibilidade tardia, variando em espécies e individuos.
Apesar do aumento deste tipo celular ter ocorrido em todos grupos apenas no grupo GB
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esse aumento foi continuo e persistente, terminando com valores trés vezes maior que o
inicial (Fig.8), esses indicios apontam para uma possivel resposta a agentes patogénicos
ou talvez estejam relacionados com a dose do 0z6nio aplicado via insuflagdo cloacal neste
grupo que pode ter sido excessiva mas, ndo ha fatores suficientes para tal afirmacéo, ficando
apenas a indicacdo. Apesar das aves passarem por avaliacdo clinica e se apresentarem
higidas néo foi aplicado nenhum protocolo de vermifugag¢éo dos individuos previamente.

Fig.9: Contagem de monécitos (%) de codornas submetidas a insuflagdo cloacal de oxigénio (GC),
insuflacéo cloacal de ozénio 10mcg\ml (GV) e insuflagdo cloacal de oz6nio 30mcg\ml (GB), - antes do
inicio do tratamento (TO0), imediatamente antes da sexta aplicacdo (T1) e 48h apds a décima aplicagao

(T2).

Todos os grupos apresentaram aumento dos monécitos (Fig.9), apesar de uma
resposta mais tardia do GB, entre TO e T1, esse fato também foi observado em caes que
receberam o0zd6nio conforme observado em estudo realizado (Ca6 2013). Todos os animais
tiveram aumento nessas células podendo ser fisioldgico variando com a idade e condi¢éo

das aves.

Fig.10: Contagem de linfécitos (%) de codornas submetidas a insuflagdo cloacal de oxigénio (GC),
insuflacéo cloacal de oz6nio 10mcg\ml (GV) e insuflagdo cloacal de 0z6nio 30mcg\ml (GB), - antes do
inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da sexta aplicagao (T1) e 48h apds a décima aplicagao

(T2)
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Os linfocitos desempenam nas aves funcdo similar & desempenhada por estas
células nos mamiferos, sendo uma particularidade da espécie a morfologia destas, pois
num mesmo individuo é possivel encontrar células de tamanhos variados sem causa
patogénica associada. Nao houve uma variacdo constante significativa nos linfocitos dos
grupos, sendo visivel apenas uma queda acentuada que pode ser interpretada como uma
regulacdo destas células no GV que encontrava-se com valor muito acima dos demais
grupos entre TO e T1 (Fig.10).

Fig.11: Contagem de leucécitos (x10%uL) de codornas submetidas a insuflagéo cloacal de oxigénio
(GC), insuflagéo cloacal de ozénio 10mcg\ml (GV) e insuflagéo cloacal de 0zénio 30mcg\ml (GB), -
antes do inicio do tratamento (T0), imediatamente antes da sexta aplicacéo (T1) e 48h apos a décima
aplicagdo (T2).

A contagem total de leucocitos mostrou uma grande diferenca entre os grupos GV
e GB que receberam o0z6nio por insuflagdo cloacal e o grupo GC que recebeu apenas
oxigénio o que aparenta ser uma resposta do organismo aos compostos metabdlicos
gerados pela ozonioterapia, conhecidos como ozonideos, esses compostos criados
pela insercdo do oz6nio no organismo gera metabdlitos que vao permitir uma resposta
imunolégica duradoura através da modulagéo de ocitocinas e interferons, a exemplo do que
ocorre em mamiferos (Zamora et al, 2005).

A ozonioterapia via insuflagéo cloacal em aves resulta no incremento de leucécitos,
conforme esperado pelo seu efeito imunoestimulante, sendo o grupo verde que recebeu
10mcg/ml, o que apresentou maior aumento neste grupo celular quando comparado
ao grupo branco que recebeu uma concentragdo de 30mcg/ml. Quanto aos efeitos na
bioquimica sérica, foi registrado aumento expressivo da AST, sendo o grupo verde mais
uma vez o que apresentou a maior variagdo quando comparado aos demais. Esses
achados séao relevantes uma vez que permitem inferir que a ozonioterapia teve efeito sobre
0 organismo das aves.
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51 CONCLUSOES

A mistura ozénio\oxigénio, conhecido como o0zdnio medicinal, quando aplicado
via insuflacdo cloacal em aves provoca alteragbes bioquimicas e hematimétricas,
demonstrando que esta via de aplicagdo bem como a utilizagdo da técnica de ozonioterapia
€ viavel em aves. O presente trabalho relata essas alteragbes e aponta para necessidade
de novos estudos relacionando o efeito dose dependente do ozénio, no organismo das
aves e possiveis aplicagdes clinicas desta técnica no tratamento de patologias diversas.

A exemplo do que ocorre em mamiferos, o 0z6nio ndo promoveu efeitos adversos
com complicagdes clinicas em nenhum dos animais avaliados, o que demonstra a seguranga
em se aplicar a ozonioterapia, seguindo protocolos e metodologias ja estabelecidos.

Nao foi possivel com os dados obtidos determinar a melhor dose para este tipo de
aplicagéo nas aves, bem como padronizar alteragbes séricas causadas pelo ozénio, em
consequéncia de um numero pequeno de animais avaliados.

O presente trabalho teve como objetivo a obtencéo de dados que comprovassem a
viabilidade da aplicagédo do ozdnio via insuflagéo cloacal em aves, objetivo esse alcangado
quando valores bioquimicos e hematimétricos obtidos na amostra do grupo controle se
distanciaram dos grupos que receberam ozénio, e esta variagao por vezes assemelha-se a
efeitos da ozonioterapia ja descritos em mamiferos.
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