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RESUMO

A ozonioterapia induz no organismo estresse oxidativo controlado, gerando uma resposta
antioxidante, conforme relatos da medicina humana. Apos a aplicagédo do ozdnio, ocorre a formacao
das moléculas reativas de oxigénio, que auxiliam em processos fisiol6gicos de sinalizagdo e regulagdo
das defesas antioxidantes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante
total (CAT) de éguas saudaveis submetidas a ozonioterapia por insuflagdo retal por trés dias
consecutivos. Foram utilizadas 20 éguas com idades entre 6 e 14 anos, pesando entre 350 e 550kg,
divididas em dois grupos. O grupo ozbdnio (n=10) recebeu por via retal, insuflagdo da mistura oxigénio-
0z6nio na dose de 0,125 mg/kg por trés dias consecutivos, enquanto o grupo controle ndo recebeu
intervencdo alguma. Amostras sanguineas foram obtidas antes e em sete momentos apdsa
ozonioterapia para avaliagdo da CAT em fotocolorimetro semiautomatico pela reducao do cétion
ABTS sozinho (CAT-ABTS) ou associado a peroxidase (CAT-ABTS+HRP), reducao férrica (CAT-
FRAP) e reducao cuprica (CAT-CUPRAC). A ozonioterapia promoveu aumento da CAT-ABTS e da
CAT-FRAP em relagdo ao grupo controle e momento basal, enquanto o grupo controle apresentou
maior CAT-CUPRAC que o grupo tratado com o0zdnio no ultimo momento avaliado. Nao houve
alteracdo da CAT-ABTS+HRP. Conclui-se que a ozonioterapia realizada por trés dias consecutivos
induz resposta antioxidante em éguas saudaveis que pode ser determinada dependendo do método
de anélise.
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ABSTRACT

Ozone therapy induces controlled oxidative stress in the body, generating an antioxidant response,
according to reports from human medicine. After the application of ozone, reactive oxygen molecules
are formed, which help in physiological processes of signaling and regulation of antioxidant defenses.
The present study aimed to evaluate the total antioxidant capacity (TAC) of healthy mares submitted
to ozone therapy by rectal insufflation for three consecutive days. Twenty mares aged between 6 and
14 years, weighing between 350 and 550 kg were enrolled in the study, divided into two groups. The
ozone group (n=10) received rectally, insufflation of the oxygen-ozone mixture at a dose of 0.125
mg/kg for three consecutive days, while the control group did not receive any intervention. Blood
samples were obtained before and at different times after ozone therapy to assess TAC in a
semiautomatic photocolorimeter by reducing the ABTS cation alone (TAC-ABTS) orassociated with
peroxidase (TAC-ABTS+HRP), ferric reduction (TAC-FRAP) and cupric reduction (TAC-CUPRAC).
Ozone therapy promoted an increase in TAC-ABTS and TAC-FRAP in relation to the control group
and at baseline, while the control group had a higher TAC-CUPRAC than the grouptreated with ozone
at the last evaluated moment. There was no change in TAC-ABTS+HRP levels. We conclude that
ozone therapy performed for three consecutive days induces an antioxidant response in healthy mares
that can be determined depending on the method of analysis.
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INTRODUCAO

A ozonioterapia utiliza 0zénio medicinal (Oz), o qual é composto por 95% de
oxigénio (O2) e 5% de ozbdnio (BOCCI, 2006). Essa terapia tem se mostrado capaz
de gerar efeitos bactericidas, antivirais, antifungicos, analgésicos e
imunomoduladores (SCHWARTZ; MARTINEZ-SANCHEZ, 2012). Quando em
contato com o organismo, induz um quadro de estresse oxidativo agudo moderado
e apropriado, de carater transitorio, com a finalidade de ndo causar estresse
oxidativo crénico. Ainda provoca a estimulacao e ativagao do sistema antioxidante,
estimulado pequenos e repetidos choque oxidativos, mecanismo a partir do qual o
ozobnio seria capaz de estimular as enzimas antioxidantes (VENDRUSCULO, 2017,
MANOTO et al., 2016).

Em poucos minutos da aplicacdo, acontece a formacgéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), que quando produzidas em propor¢cbes adequadas, sao
benéficas para diversos processos fisioldgicos. As EROs existem em equilibrio com
as defesas antioxidantes, as quais atuam intensivamente no controle da agressao
produzida por essas espécies reativas. Quando ha um desequilibrio entreas defesas
antioxidantes e os agentes oxidantes no organismo, desencadeia-se umprocesso
chamado estresse oxidativo (SAND, 2005; ALMEIDA et al., 2013).

Para avaliar o0 estresse oxidativo, sdo utilizados meétodos
espectrofotométricos que avaliam a capacidade oxidante total (COT) e a capacidade
antioxidante total (CAT), por meio de diferentes metodologias, como a capacidade
antioxidante equivalente a Trolox pela reducdo do céation ABTS (CAT- ABTS),
reducdo do cation ABTS associado a peroxidase (CAT-ABTS+HRP), capacidade de
reducdo férrica do plasma (CAT-FRAP) e capacidade antioxidante cuprica redutora
(CAT-CUPRAC) (RUBIO et al.,, 2016a). A CAT mensura todas as substancias
antioxidantes presentes no sangue e a interacao entre elas, obtendo- se assim, o
status antioxidante do individuo naquele momento (EREL, 2004).

S&o escassos estudos que tenham determinado o efeito da ozonioterapia
por insuflagdo retal sobre os marcadores de estresse oxidativo sistémicos em
equinos. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar a CAT em
éguas saudaveis submetidas a trés sessfes consecutivas de ozonioterapia por

insuflacao retal.



MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Centro
Universitario das Faculdades Integradas de Ourinhos sob protocolo 003/21.

Foram selecionadas 20 éguas, com idade de 6 a 14 anos, pesando entre
350 a 550 kg, todas clinicamente saudaveis, vacinadas, vermifugadas, com controle
de endo e ectoparasitas e sem alterac6es hematoldgicas e bioquimicas (albumina,
aspartato aminotransferase-AST, creatinina, gamaglutamil transferase- GGT,
globulina, proteina total e ureia) uma semana antes de inclusédo no estudo.

As éguas foram aleatoriamente distribuidas em dois grupos por sorteio:

- Grupo Ozbnio: as éguas receberam, por via retal, insuflacdo da mistura oxigénio-
0zo6nio na dose de 0,125 mg/kg por trés dias consecutivos com 24 horas de intervalo
entre as aplicacoes.

- Grupo Controle: as éguas foram submetidas as mesmas condic6es de manejo das
éguas que receberam ozonioterapia, porém sem intervencdo terapéutica e tendo
amostras sanguineas obtidas nos mesmos momentos.

A ozonioterapia foi realizada sempre no mesmo horério do dia em todas as
éguas. Inicialmente, todas as éguas tiveram suas ampolas retais esvaziadas
manualmente e a aplicacdo de 0zonio ocorreu utilizando sonda uretral de silicone e
gerador portatil de ozénio (O&L 1.5, Ozone & Life, SP, Brasil).

As amostras sanguineas foram obtidas imediatamente antes da terapia (MO),
imediatamente antes da segunda sessdo de ozonio (M1), imediatamente antes da
terceira sesséo de ozénio (M2), 1 h apds a terceira sessao (M3), e 6 (M4), 10 (M5),
17 (M6) e 30 (M7) dias ap0s o inicio da terapia com ozénio.

A CAT foi avaliada por quatro diferentes metodologias em fotocolorimetro
semiautomatizado (BIO 2000, BioPlus, Barueri, SP, Brasil). O primeiro método foi o
da capacidade antioxidante equivalente a trolox pela inibicdo do cation ABTS (2,2'-
azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (CAT-ABTS) descrito por Erel
(2004). O segundo método foi baseado na reducdo do cation ABTS associado a
peroxidase (CAT-ABTS+HRP) descrito por Rubio et al. (2016b). O terceiro pela
capacidade antioxidante cuprica redutora (CAT-CUPRAC) descrito por Rubio et al.
(2016c). E o quarto pela capacidade de reducgéo férrica do plasma (CAT-FRAP)
descrito por Benzie e Strain (1996).

As variaveis foram testadas quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e

as diferencas entre os momentos foram verificadas pelos testes de ANOVA com



medidas repetidas e pds-teste de Tukey ou Friedman com pés-teste de Dunn. As
diferencas entre os grupos em cada momento foram determinadas pelo teste de T
ou Mann-Whitney. Todas as analises estatisticas foram efetuadas em programa
computacional (GraphPad Prism, v.6.00 para Windows, GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA, www.graphpad.com), sendo considerados significantes quando
p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ozonioterapia por insuflagéo retal por trés dias consecutivos promoveu
aumento da CAT-ABTS em M6 em relagdo ao momento basal, sendo superior ao
grupo controle em M4. A TAC-FRAP foi maior nas éguas que receberam
ozonioterapia em M4, M5, M6 e M7 em relacdo ao momento basal. A TAC- CUPRAC
do grupo controle apresentou aumento em M7 em relacdo ao momento basal e nédo
houve alteracdo da TAC-ABTS+HRP.

ApoOs a sessao de ozonioterapia, houve um aumento da CAT pelos métodos
ABTS e FRAP, sem alteracdo pelo método ABTS+HRP. Diferentemente, Almeida
et al. (2021) observaram que a ozonioterapia realizada por via intrauterina por trés
dias consecutivos causou a reducao da CAT-ABTS, CAT-CUPRAC, CAT-FRAP e
CAT-ABTS+HRP nos primeiros dias apés a insuflagdo, retornando a valores
semelhantes aos basais cerca de duas semanas apds a terapia. Entretanto, os
autores nao observaram elevacdo da CAT acima dos valores basais. Tsuzuki et al.
(2015) observaram aumento da potencial antioxidante bioldgico apds a ozonioterapia
por auto-hemoterapia maior. A discrepancia entre os resultados utilizando diferentes
vias de aplicacdo da ozonioterapia evidenciam que tais vias de aplicacéo
provavelmente sejam responsaveis pelas diferentes respostas oxidativas

observadas entre os autores.



FIGURA 1 - Capacidade antioxidante total (CAT) determinada pela inibicdo da reducéo do cation
ABTS (CAT-ABTS, A), do cation ABTS associado a peroxidase (CAT-ABTS+HRP, B),
reducdo do cobre (CAT-CUPRAC, C) e reducéo férrica (CAT-FRAP, D) em éguas
controle sem intervencéo (n=10) e que receberam trés dias consecutivos (intervalos de
24 h) de ozonioterapia por insuflacédo retal (Ozbénio, n=10). As amostras foram obtidas
imediatamente antes do tratamento (M0), imediatamente antes da segunda sesséo (M1),
imediatamente antes da terceira sessao (M2), 1 h apés a terceira sessao (M3), €6 (M4),
10 (M5), 17 (M6) e 30 (M7) dias ap6s o inicio da terapia com o0z6énio. Os gréficos sao
representados por média e desvio padrao e as diferengas estatisticamente significativas
séo representadas por (*) quando p <0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001 e (****) p <0,0001
em relacdo ao MO ou por (8) quando ha diferenca em relacdo ao grupo controle no
mesmo momento.
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consecutivos desencadeou resposta antioxidante com aumento da CAT. Cabe
destacar que tal resposta antioxidante foi dependente do método de analise
empregado, destacando que nem todos os métodos séo eficazes na avaliacao de tal

resposta induzida pela ozonioterapia retal.
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