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AVALIACAO DO EFEITO DA TERAPIA COM OZONIO INTRARETAL SOBRE OS
PERFIS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E COMPORTAMENTAIS EM
EQUINOS

RESUMO

Cavalos usados em competi¢des estdo sujeitos a lesdes musculares e podem se beneficiar dos
efeitos anti-inflamatorios do ozénio medicinal. Portanto, objetivou-se aqui avaliar o efeito da
ozonioterapia sobre o perfil hematoldgico e bioquimico, na morfologia das heméacias, bem
como possiveis desconfortos ou dor induzidos pelo procedimento em cavalos de esporte. Para
este fim, foram usados 12 equinos da raga Quarto de Milha, trés machos e nove fémeas, com
idade entre 4 e 12 anos, um més depois do fim da temporada de competi¢des. Foram coletadas
amostras de sangue antes do tratamento (Controle), 24 horas depois do fim da administracao da
ozonioterapia (24-h ap6s ozonioterapia) e sete dias depois do ultimo dia de administragcao da
ozonioterapia (7-dias apos ozonioterapia). Foram usados a concentragao de 30pg O3/mL, a dose
de 60pg Os/kg e o fluxo de 125mL/min. O tempo da sonda no reto do animal variou de 5 a 8
minutos de acordo com o peso. Também foi feita a avaliagdo da dor por meio de variagdes na
expressao facial antes e durante a aplicacdo da ozonioterapia, além de avaliagdo clinica e
determinagdo da frequéncia cardiaca (FC) e respiratoria (FR) antes e imediatamente depois do
procedimento. Houve efeito do tratamento nas concentragcdes de hemoglobina (P=0,012) e
hemoglobina corpuscular média (CHCM) (P<0,001), como também na atividade sérica da
aspartato amino transferase (AST) (P<0,001). Os testes post hoc mostraram que houve reducao
na concentra¢do de hemoglobina nas amostras sanguineas coletadas 24-h ap6s ozonioterapia
em comparagdo com as demais (P<0,05). Houve aumento na concentracdo de CHCM nas
amostras coletadas 7-dias apds ozonioterapia em comparagdo com as demais (P<0,05). Houve
redu¢do na atividade sérica da AST nas amostradas coletadas 7-dias apos ozonioterapia em
comparagao com as demais (P<0,05). Adicionalmente, esfregacos das amostras sanguineas 24-
h apoés ozonioterapia apresentaram hemacias com deformidade da membrana. Amostras
coletadas 7-dias apOs ozonioterapia nao apresentaram alteragdes na morfologia das hemaécias.
Nenhum animal, contudo, apresentou manifestacdo clinica durante todo experimento. Houve,
entretanto, aumento na pontuagdo da dor (antes: 4,2 + 0,4, durante: 5,3 £0,4; Fi, 107=5,20;
P =0,025). Isso indica a necessidade de sedagdo para a administragdo do 0zonio via intraretal.
A redugdo na concentracdo de hemoglobina era esperada porque o dano oxidativo leva a
desnaturacdo dessa proteina o que gera uma hipdxia transitdria e isso estimula a medula 6ssea
a produzir novos eritrocitos que sdo mais ricos em enzimas antioxidantes € com maior
concentracdo de hemoglobina sendo, portanto, células mais reativas com oxigénio (CHCM),
melhorando a perfusao tecidual. A AST diminuida 7-dias ap6s ozonioterapia, refor¢ca que nao
houve dano hepatico, um dos possiveis efeitos colaterais da ozonioterapia. Conclui-se que
aplicacdo do ozonio insuflado via intraretal apresentou efeitos positivos para recuperacao de
cavalos de esporte o que precisa ser confirmado em testes de desempenho.

Palavras-chave: cavalos de esporte; estresse oxidativo; heméacias; ozonioterapia.



EVALUATION OF THE EFFECT OF INTRARECTAL OZONE THERAPY ON
HEMATOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND BEHAVIORAL PROFILES IN HORSES

ABSTRACT

Horses used in competitions are prone to muscle injuries and could benefit from the anti-
inflammatory effects of medical ozone. Therefore, the aim in this study was to evaluate the
effect of ozone therapy on the hematological and biochemical profile, on red blood cell
morphology, as well as possible discomfort or pain induced by the procedure in athletic horses.
To this end, 12 Quarter Horses were used, three males and nine females, aged between 4 and
12 years old, one month after the end of the competition season. Blood samples were taken
before treatment (Control), 24 hours after the end of ozone therapy administration (24-h after
ozone therapy) and seven days after the last day of ozone therapy administration (7-days after
ozone therapy). A concentration of 30ug O3/mL, a dose of 60ug O3/kg and a flow of
125mL/min were used. Pain was also assessed through variations in facial expression before
and during the application of ozone therapy, as well as clinical assessment and determination
of heart rate (HR) and respiratory rate (RR) before and immediately after the procedure. There
was a treatment effect on hemoglobin (P=0.012) and mean corpuscular hemoglobin (MCHC)
concentrations (P<0.001), as well as on serum aspartate amino transferase (AST) activity
(P<0.001). The post hoc tests showed that there was a reduction in hemoglobin concentration
in the blood samples collected 24-hours after ozone therapy compared to the others (P<0.050).
There was an increase in the concentration of MCHC in the samples collected 7-days after
ozone therapy compared to the others (P<0.05). There was a reduction in serum AST activity
in the samples collected 7-days after ozone therapy compared to the others (P<0.050). In
addition, smears of the blood samples taken 24-hours after ozone therapy showed red blood
cells with membrane deformity. Samples taken 7-days after ozone therapy showed no changes
in the morphology of the red blood cells. However, no animal showed any clinical
manifestations throughout the experiment. There was an increase in the pain score ((P=0.025).
This indicates the need for sedation for intrarectal ozone administration. The reduction in
hemoglobin concentration was expected because oxidative damage leads to the denaturation of
this protein which generates transient hypoxia and this stimulates the bone marrow to produce
new erythrocytes which are richer in antioxidant enzymes and have a higher concentration of
hemoglobin and are therefore more reactive cells with oxygen (CHCM), improving tissue
perfusion. The lower AST 7-days after ozone therapy reinforces that there was no liver damage,
one of the possible side effects of ozone therapy. It can be concluded that the application of
intrarectal ozone had positive effects on the recovery of sport horses, which needs to be
confirmed in performance tests.

Keywords: oxidative stress; ozone therapy; red blood cells; sport horses.
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1 INTRODUCAO

Em todo o mundo o cavalo ¢ utilizado em diversas atividades, desde esportes, uso
agropecuario ¢ trabalho, até o uso militar (MCBRIDE & MILLS, 2012). Em nosso pais, a
equideocultura movimenta mais de 16 bilhdes de reais anuais e € responsavel pela ocupacao de
trés milhdes de pessoas de forma direta (tratadores, veterinarios e treinadores) ou indireta (por
exemplo, em eventos equestres, como provas de enduro, vaquejada e trés tambores) (MAPA,
2016).

Nas provas equestres, os cavalos sao muito requisitados quanto ao seu condicionamento
fisico. Exercicios repetitivos induzem uma grande adaptagdo fisioldgica e anatdmica em
cavalos, e a resposta adaptativa atua para reduzir o efeito da tensdo induzida pelo estresse
fisiologico associado ao exercicio. Nesse processo, ha mudangas nos constituintes sanguineos
que reflete nas vias metabolicas e no processo funcional da disciplina atlética. Dessa forma, ¢
possivel avaliar a eficiéncia do treinamento e garantir um status saudavel ao cavalo atleta por
meio da avaliagdo nas modificagdes dos pardmetros da bioquimica sérica (BALOGH et al.,
2001; KINGSTONN, 2004; PICCIONE et al., 2007). Por exemplo, alteragdes em enzimas, tais
como lactatato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase
(CK), sao comumente usadas para avaliar os efeitos do estresse muscular, especialmente na
musculatura cardiaca (ASSENZA et al., 2016; BOFFI et al., 2016). Adicionalmente, a CK
também reflete o dano secundario a fibra muscular causado pelo esforco repetitivo (ASSENZA
etal.,2016; BOFFI et al., 2016).

O estresse oxidativo, quando os niveis de antioxidantes nao sao altos o suficiente para
compensar os efeitos nocivos dos radicais livres (KINNUNEM et al., 2005; BOTTEGARO et
al., 2018), ¢ uma das principais causas de danos as fibras musculares. Isso compromete o
desempenho de cavalos submetidos a exercicios regulares intensos (BOTTEGARO et al.,
2018). Este tipo de estresse resulta em baixo desempenho e claudicagdo (KINNUNEM et al.,
2005; TSUZUKI et al., 2015); assim, sua redugdo ¢ essencial. A redugdo do estresse oxidativo
pode ser alcangada por meio da prevencao na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
As ROS sdao moléculas instaveis e extremamente reativas formadas durante o processo de
redugdo de parte do oxigénio consumido pelo animal (SILVA; GONCALVES, 2010). No
entanto, a prevencao na producio de ROS ¢é dificil em cavalos de esporte. E essencial, portanto,

aumentar os niveis de antioxidantes (PO et al., 2011). Por meio da mensuragdo do potencial
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bioldgico antioxidante (BAP), estudos mostraram que a auto-hemoterapia ozonizada promove
o aumento da produ¢do de antioxidantes em cavalos puro-sangue (TSUZUKI et al., 2015).

O fundamento do uso do 0zonio ¢ baseado na sua acdo oxidante. Por ser uma molécula
altamente reativa ¢ capaz de inativar microrganismos, estimular o sistema imunoldgico e
também induzir efeito analgésico (BOCCI, 2002; BHATT et al., 2016; VENDRUSCOLO et
al., 2018; SCIORSCI, 2020). A ruptura inicial da homeostase provocada pela acdo de oxidacao
do ozonio ¢ seguida pelo seu rapido restabelecimento. Isso ocorre por meio de varias reagdes
bioquimicas nas células sanguineas mediadas por produtos da oxidacao lipidica (LOP). Essas
reagdes, por sua vez, promovem a indu¢do de um processo adaptativo devido a regulacao
positiva das enzimas antioxidantes (BOCCI et al., 2011). Adicionalmente, a ozonioterapia
melhora a circulagdo sanguinea e o fornecimento de oxigénio aos tecidos (MARTINEZ-
SANCHEZ et al., 2012) o que pode acelerar o processo de recuperagdo dos produtos gerados
pelo estresse oxidativo em cavalos de esporte.

A ozonioterapia consiste na utilizagdo do ozonio medicinal, formado por uma mistura
de oxigénio (O2) e 0zdnio (0O3). O O3 em altas concentragdes, contudo, ¢ toxico. Por esse
motivo, recomenda-se a mistura contendo ndo menos que 95% de oxigénio e ndo mais que 5%
de ozonio (BOCCI, 2006b). Porém, quando administrado em concentragdes menores que
10pg/mL, o gas ¢ prontamente neutralizado pelos antioxidantes sanguineos, sendo
biologicamente ineficiente por ndo atingir o limiar terapéutico (SAGAIL; BOCCI, 2011a). Dessa
forma, € necessario manter o O3 dentro de uma “janela terapéutica” com concentragdes variando
de 10 a 80 pg/mL. Dentro desse intervalo, a ozonioterapia gera efeitos imunomoduladores, anti-
inflamatorios, bactericidas, antivirais, antifiungicos, analgésicos, entre outros (SCHWARTZ;
MARTINEZ-SANCHEZ, 2012).

O uso do O3 foi regulamentado por meio da Resolugao N°1364 de outubro de 2020 pelo
Conselho Federal de Medicina Veterinaria. A ozonioterapia pode ser administrada por diversas
vias, tais como a auto-hemoterapia, insuflagdes retais, vaginais ou endometriais, intra-articular
(IA), dleos vegetais ozonizados aplicados por via topica ou oral, auricular, intraperitoneal,
subcutaneo, entre outras (BOCCI, 2006a; JANI et al., 2012). Uma das formas de administragao
¢ a via intraretal (IR) (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2012; JARAMILLO et al., 2020). Na
doenga arterial coronariana em humano houve melhora no tempo de protrombina e diminui¢ao
dos biomarcadores de oxidagdo lipidica e proteica, gerando menor producao de radicais livres
e melhora na detoxificagdo da H2O2 apds o uso de ozdnio intraretal (MARTINEZ-SANCHEZ
et al., 2012). Estes resultados positivos indicam o potencial da aplicagdo da ozonioterapia via

intraretal para o tratamento de cavalos de esporte, além de ser menos invasiva e bem tolerada
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pelos animais, como também apresentar custo relativamente mais baixo que as demais vias de
administracdo do ozonio.

Sabe-se que sessOes terapéuticas repetidas podem permitir que os compostos LOP
atinjam a medula 0ssea e ativem um desenvolvimento sutil no nivel eritropoiético, estimulando
a formacdo de novos eritrécitos com caracteristicas bioquimicas melhoradas, chamados de
“eritrocitos superdotados” (BOCCI, 2004; BOCCl et al., 2011). Isso pode promover a melhoria
no condicionamento fisico de cavalos de esporte, ja& que naturalmente nos eritrocitos estao
presentes potentes enzimas antioxidantes (catalase, GSH-Rd, GSH-Px, GSH-Tr e SOD). Estas
enzimas podem eliminar rapidamente grandes quantidades de oxidantes gerados durante o
exercicio fisico aumentando a perfusdo e oxigenacao tecidual (BOCCI et al., 2011; SMITH et
al.,2017; SEYAM et al., 2018).

Varios estudos comprovam a eficiéncia da ozonioterapia na medicina humana (CHANG
et al., 2005; CARDELLI et al., 2008; YU et al., 2010; MAWSOUF et al., 2011; CALUNGA
et al., 2012; CAMELIA et al., 2014). Na Medicina Veterindria, porém, ¢ um assunto ainda
pouco estudado. Na literatura ha apenas alguns estudos com equinos (ALVES et al., 2004;
BALLARDINI, 2005, 2006; HADDAD et al, 2009ab; TSUZUKI et al., 2015;
VENDRUSCOLO et al., 2018; JARAMILLO et al., 2020) e bovinos (OGATA; NAGAHATA,
2000; ZOBEL et al., 2012). Nao foram encontrados, contudo, estudos que avaliaram o uso da
ozonioterapia visando sua aplicacdo em cavalos de esporte. Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da ozonioterapia via intraretal nos parametros hematologicos
e bioquimicos além da percepg¢ao da dor causada pelo procedimento em cavalos de esporte em

fase de recuperacdo poés-temporada de provas.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do 0zénio medicinal nos parametros hematologicos, bioquimicos, na
morfologia das hemacias, além de possiveis desconfortos ou dor induzidos pelo

procedimento em cavalos de esporte.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da terapia com ozo6nio via intraretal sobre parametros hematoldgicos e
bioquimicos.

Comparar a morfologia de células sanguineas antes e depois da administragio da
ozonioterapia.

Comparar a expressao de comportamentos indicadores de dor antes e durante a
administracdo da ozonioterapia.

Comparar a frequéncia cardiaca (FC) e respiratoria (FR) antes e imediatamente depois da

administracdo da ozonioterapia.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Ozonio e ozonioterapia

O oz6nio tem sido usado desde a Segunda Guerra mundial, ha relatos do seu uso como
antisséptico e para melhorar a perfusdo tecidual em feridas (JARAMILLO et al., 2020).
Atualmente, ¢ considerado como terapia complementar e vem se difundido tanto na medicina
humana quanto na medicina veterindria e em outras areas como odontologia (CASE et al., 2012;
BOCCI et al., 2015; VENDRUSCOLO et al., 2018). Esse gas ¢ formado por trés atomos de
oxigénio e ¢ instavel a temperatura ambiente, tem alto poder oxidante e reage com qualquer
substancia e se transforma em oxigénio. Na natureza, ¢ formado por meio de descargas elétricas,
j& para o uso medicinal o oz6nio ¢ formado por uma maquina geradora que transforma
moléculas de oxigénio medicinal em 0z6nio também por meio de descargas elétricas. Neste
mesmo aparelho, € possivel dosar a concentracao desse gas. Em geral, a ozonioterapia consiste
numa mistura gasosa formada aproximadamente por 95% de oxigénio e 5% de 0zonio que pode
variar de acordo com a regulagem do aparelho (BHATT et al., 2016). Segundo Bocci (2004,
2011), para humanos existe uma janela terapéutica de concentracdo que precisa ser respeitada
para que nao haja efeito placebo nem o inverso, ou seja, efeito nocivo por dano oxidativo; para
que isso nao ocorra deve-se utilizar concentragdes entre 10 e 80mcg/mL. Essa mesma janela ¢
usada para equinos (ISCO3, 2020).

A ozonioterapia pode ser administrada por diversas vias como a auto-hemoterapia maior
ou menor, intramuscular, topica e insuflagdes auricular, vaginal e intraretal (SMITH et al.,
2017). O o0zdnio ao entrar em contato com fluidos corporais, como o sangue por exemplo, reage
imediatamente e produz espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS sdo rapidamente
neutralizadas por substancias antioxidantes presentes no plasma como albumina, por exemplo.
Além desses compostos, outras substancias sao formadas como os produtos da peroxidagao
lipidica (LOPS) essas permanecem por mais tempo no organismo ¢ desencadeiam uma série de
processos metabdlicos intracelulares e promove uma miriade de atividades que estimulam
diversos mecanismos celulares ¢ os sistemas de defesa da célula sdo alertados, melhorando sua
funcionalidade (BOCCI et al., 2011; VIEBAHN-HANSLER et al., 2012; BHATT et al., 2016;
GALIE et al., 2018; SINISCALCO et al., 2018).

A finalidade da ozonioterapia ¢ promover um estresse oxidativo controlado e transitorio
para que os mecanismos antioxidantes sejam ativados. Desta forma, a depender da via e

finalidade escolhida existem intimeros beneficios que essa técnica pode trazer como por
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exemplo o aumento da producdo de antioxidantes, efeitos imunomodulatorios, e ativagdo da

medula 6ssea (SMITH et al., 2017; SCIORSCI et al., 2020).

4.2 Hemograma

O hemograma ¢ um exame que avalia o tecido sanguineo a partir de amostras de sangue
periférico, calculando-se o numero de hemadcias circulantes, concentracdo de hemoglobina
(HB), volume globular (VG), indices volumétricos, como volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), linfécitos, leucdcitos absolutos e relativos, exame morfoldgico microscopico. Para a
interpretacdo adequada desse exame deve-se levar em consideracdo a concentracdo de proteinas
plasmaticas (PPT) e fibrinogénio. As alteracdes hematologicas refletem a condigcdo do
individuo ou uma resposta global a uma situacdo patoldgica. Os resultados devem ser
interpretados levando em consideracdo diferentes dados do paciente, como idade, raga, sexo,
método de puncdo venosa, estacdo do ano, estado reprodutivo, alimentacdo, treinamento,
exercicio, entre outros que sio informagdes fornecidas pelo exame clinico (SATUE; MUNOZ;
GARDON, 2013).

Diferentes de outros animais como os carnivoros, 0s equinos tém algumas
particularidades como a auséncia de células imaturas na circulagdo como, por exemplo, os
reticulocitos. Isso significa que todo o processo de desenvolvimento e maturacao das células
ocorre na medula Ossea. Por esse motivo, as caracteristicas morfologicas relacionadas a
regeneracado, descritas em outras espécies, como policromasia ou reticulocitose, macrocitose ou
outros sinais de regeneracao periférica, raramente sdo encontradas em esfregacos de sangue de
cavalo. Além disso, a interpretagdao correta dos valores hematoldgicos equinos depende se o
animal ¢ considerado uma das chamadas ragas de “sangue quente” ou “sangue frio”. Os cavalos
de “sangue quente” sdo aqueles de ascendéncia arabe, incluindo as ragas Arabe, Quarto de
Milha, Appaloosa, Standardbred e Puro Sangue Inglés. Por sua vez, os cavalos de “sangue frio”
sdo basicamente animais do tipo tragdo, incluindo as ragas: Clydesdale, Percheron, Hack e
Shire. Em geral, animais das racas “sangue frio” t€ém limites de referéncia mais baixos para
parametros de hemadcias do que as de “sangue quente”. Situagdes de hipoxia geradas por
patologias ou adaptacdo a grandes altitudes desencadeiam um processo fisiologico secundario
a essas condig¢des, o que leva ao aumento do niimero de eritrdcitos que vai refletir no aumento
do volume globular, nimero de heméacias e hemoglobina (SATUE; MUNOZ; GARDON,
2013).
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4.3 Perfil Bioquimico

O aparelho muscular esquelético pode ser avaliado por constituintes séricos como as
enzimas creatina fosfoquinase (CK), aspartato amino-transferase (AST), lactato-desidrogenase
(LDH). Estas enzimas tendem a aumentar apds exercicio fisico devido ao aumento da
permeabilidade do sarcolema. Porém, valores acima da referéncia indicam lesdes muscular
esqueléticas e/ou cardiacas (CAMARA E SILVA et al., 2007; ASSENZA et al., 2016). A CK
¢ considerada um marcador confidvel de lesdo muscular esquelética. Esta enzima catalisa a
fosforilacdo da adenosina difosfato (ADP) do fosfato de creatina, tornando a adenosina
trifosfato (ATP) disponivel para a contragdo muscular. A LDH catalisa a reagdo reversivel de
L-lactato para piruvato em todos os tecidos, estd presente em grandes quantidades na
musculatura esquelética e tem tempo de meia vida mais longa do que a CK. Deste modo, a LDH
¢ usada para avaliar a recuperagdo dos animais pds-exercicio. As atividades de AST podem
aumentar imediatamente durante o exercicio sem observagao de sinais clinicos ou detecgao
histolégica de alteragdes na estrutura das células musculares, ela também ¢ utilizada para
detectar danos no tecido hepatico, pois 0 musculo e o figado sdo as principais fontes dela no

organismo (CAMARA E SILVA et al., 2007).

4.4 Avaliagao de dor em equinos

A avaliagdao da dor em equinos ¢ parte crucial do cuidado veterinario, especialmente
porque os cavalos muitas vezes ndo demonstram sinais 6bvios de dor. Identificar e quantificar
a dor em equinos pode ser desafiador, uma vez que esses animais tém tendéncia a mascarar
sinais de desconforto por serem presas na natureza. Alguns indicadores podem ser considerados
ao avaliar a dor em equinos como isolamento, letargia ou agressividade. Expressdes faciais,
usadas para identificar desconforto em escalas de dor estabelecidas para equinos, vem sendo
amplamente testadas (TORCIVIA; MCDONNELL, 2021). Sdo elas a Horse Grimace Scale
(HGS) (DALLA COSTA et al.,2014) e Equine Pain Face (EPF) (GLEERUP; LINDEGAARD,
2016).

Para ambas as escalas de dor os observadores usam um etograma, no qual ¢ avaliada a
posicdo das orelhas e o nivel de tensdo no olhar, narinas, e musculos da mastiga¢do, para
caracterizar o nivel de dor/desconforto dos cavalos em uma escala que varia de 0 (zero) a 12

para a escala HGS e de 0 a 4 para a EPF. Os métodos basicamente diferenciam-se na forma da
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coleta de informacdes. Para a escala HGS s3o usadas seis imagens congeladas (fotografias)
provindas do video original com gravacdo continua para a aplicagdo dos escores de
dor/desconforto. Enquanto para a EPF, os observadores aplicam os escores em videoclipes de
30 segundos cada, que também sdo selecionados a partir da gravagao original. Caso a
dor/desconforto provocado pelos procedimentos usados seja evidente o animal, provavelmente,
permanece com a mesma expressdo facial por alguns minutos seguidos e isso sera registrado
nas imagens congeladas (‘fotografias’). Contudo, caso os animais apresentem variagao nas suas
expressoes faciais de forma constante, as fotografias podem nao representar de forma adequada
o nivel de dor causado pelos tratamentos testados. Por este motivo, os videoclipes podem se
mostrar mais apropriados, apesar de requerem tempo maior para sua analise. Além das escalas
de dor, alteragdes na frequéncia cardiaca (FC) e frequéncia respiratoria (FR) podem indicar dor
ou estresse e também sdo usadas para essa finalidade (GLEERUP, 2016). Dessa forma, para a
percecdo mais ampla da dor em equinos, pode-se aplicar uma abordagem multimodal,

combinando diferentes métodos.
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5. Artigo Cientifico

Para este artigo foram seguidas as normas do Periddico Equine Veterinary Journal ao qual o

manuscrito sera submetido
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Avalia¢do dos perfis hematologicos e bioquimicos e da dor em cavalos de esporte
submetidos a ozonioterapia

RESUMO

O ozbnio medicinal ¢ usado em diversos tratamentos devido a sua agao oxidante. Objetivou-se
aqui avaliar o impacto do gés ozonio administrado por via intraretal sobre os parametros
hematoldgicos e bioquimicos, bem como a dor induzida pelo procedimento em cavalos usados
em esporte. Foram analisadas amostras sanguineas de 12 equinos coletadas antes do tratamento
(Controle), 24 horas ap6s tratamento com o0zonio (24-h apds ozonioterapia) e sete dias apds o
término do ultimo dia de ozonioterapia (7-dias apds ozonioterapia). Foram usados a
concentracdo de 30ug O3z/mL, a dose de 60ug Os/kg com base em ISCO3 (2020) e o fluxo de
125mL/min. O tempo da sonda no reto do animal variou de 5 a 8§ minutos de acordo com o
peso. Também foi feita avaliacdo da dor, avaliacdo clinica e determinacdo da frequéncia
cardiaca (FC) e respiratoria (FR) antes e ap6s aplicacdo da ozonioterapia. Houve efeito da fase
experimental nas concentragdes de hemoglobina (F220=5,55; P=0,012) e hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (F2,20=16,01; P<0,001), como também na atividade sérica da
aspartato amino transferase (AST) (F2,20=20,49; P<0,001). Os testes post hoc mostraram que
houve reducdo na concentragdo de hemoglobina 24-h apds ozonioterapia, em comparagao com
as demais amostras (P<0,05). Houve aumento na concentragdo de CHCM nas amostras
coletadas no 7-dias apds ozonioterapia em comparacao com as concentragdes registradas nas
demais (P<0,05). Houve redugado na atividade sérica da AST nas amostras coletadas no 7-dias
apds ozonioterapia em comparacdo com as demais (P<0.05). Adicionalmente, esfregacos
sanguineos 24-h apds ozonioterapia apresentaram hemacias com deformidade da membrana.
Contudo, amostras coletadas 7-dias apds ozonioterapia nao apresentaram alteragdes na
morfologia das hemacias. Nenhum animal apresentou manifesta¢do clinica durante todo
experimento. Entretanto, houve aumento discreto na pontuacdo da dor (antes: 4,2 +0.4,
durante: 5,3 £0,4; Fi, 107=5,20; P =0,025). Isso indica a necessidade de sedagdo para a
administracao do ozonio via intraretal. A reducdo na concentragcdo de hemoglobina era esperada
porque o dano oxidativo leva a desnaturacao dessa proteina o que gera uma hipdxia transitoria
e isso estimula a medula 6ssea a produzir novos eritrocitos que sao mais ricos em enzimas
antioxidantes e com maior concentracdo de hemoglobina. O que torna estas células mais
reativas com oxigénio (CHCM), melhorando a perfusao tecidual. A AST diminuida 24-h apos
ozonioterapia, refor¢a que ndo houve dano hepatico, um dos possiveis efeitos colaterais da
ozonioterapia. Conclui-se que aplicagao do ozonio insuflado via intraretal € seguro e apresentou
efeitos positivos para recuperacao de cavalos usados em esporte.

Palavras-chave: cavalos atletas; equinos; estresse oxidativo; hemacias; ozonioterapia.
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Evaluation of hematological and biochemical profiles and pain in sport horses submitted
to ozone therapy

ABSTRACT

Medical ozone is used in various treatments due to its oxidizing action. We aimed here to
evaluate the impact of intrarectal ozone therapy on hematological and biochemical parameters,
as well as the pain induced by the procedure in sport horses. Blood samples from 12 horses
collected before treatment (Control), 24 hours after ozone treatment (24-h after ozone therapy)
and seven days after the end of the last day of ozone therapy (7-days after ozone therapy) were
analyzed. Pain assessment, clinical evaluation and determination of heart rate (HR) and
respiratory rate (RR) were also carried out before and after ozone therapy. The experimental
phase affected both the hemoglobin (F2,20=5.55; P=0.012) and mean corpuscular hemoglobin
(MCHC) concentrations (F220=16.01; P<0.001), as well as the serum aspartate amino
transferase (AST) activity (F2,20=20.49; P<0.001). The post hoc tests showed that there was a
reduction in the concentration of hemoglobin 24 hours after ozone therapy, compared to the
other samples (P<0.05). There was an increase in the concentration of MCHC in the samples
collected on the 7th day after ozone therapy compared to the concentrations recorded in the
other samples (P<0.05). There was a reduction in serum AST activity in the samples collected
on the 7th day after ozone therapy compared to the other samples (P<0.05). Furthermore, blood
smears taken 24-hours after ozone therapy showed red blood cells with membrane deformities.
However, samples taken 7-days after ozone therapy showed no changes in the morphology of
the red blood cells. Additionally, no animals exhibited any clinical manifestations throughout
the experiment. However, there was a slight increase in the pain score (before: 4.2+0.4, during:
5.3+0.4; F1,107=5.20; P=0.025). This result highlights the need for sedation for intrarectal ozone
administration. The reduction in hemoglobin concentration was expected because oxidative
damage leads to denaturation of this protein, which generates transient hypoxia and stimulates
the bone marrow to produce new erythrocytes which are richer in antioxidant enzymes and have
a higher concentration of hemoglobin. This makes these cells more reactive with oxygen
(CHCM), improving tissue perfusion. The lower AST recorded 7-days after ozone therapy
shows that there was no liver damage, one of the possible side effects of ozone therapy.
Therefore, the intrarectal ozone therapy is safe and has positive effects on the recovery of sport
horses.

Keywords: equines; oxidative stress; ozone therapy; red blood cells; sport horses.
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6 INTRODUCAO

A ozonioterapia ¢ uma terapia alternativa para tratar diversas condi¢des de saude. O
ozoOnio ¢ um gas naturalmente presente na atmosfera e possui propriedades antimicrobianas,
anti-inflamatorias e antioxidantes (Bocci, 2002; Bhatt et al., 2016; Vendruscolo et al., 2018;
Sciorsci, 2020). A ozonioterapia pode afetar as enzimas bioquimicas do organismo de diferentes
maneiras alterando sua atividade e funcao devido ao seu potencial oxidante (Haddad et al.,
2009b). Em alguns casos, a ozonioterapia pode estimular a atividade de enzimas antioxidantes,
como a superdxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), que ajudam a neutralizar
os radicais livres e proteger as células contra danos oxidativos (Bocci, 2004). Por outro lado, a
ozonioterapia também pode inibir a atividade de enzimas pro-inflamatorias, como a
ciclooxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX), que estdo envolvidas na producdo de
mediadores inflamatorios (Bocci et al., 2011; Viebahn-Hansler et al., 2012; Bhatt et al., 2016;
Galie et al., 2018; Siniscalco et al., 2018). Contudo, mais pesquisas sdo necessarias para
entender melhor esses efeitos e determinar as melhores praticas para seu uso.

A ozonioterapia em equinos tem o potencial de melhorar a circulagdo sanguinea,
aumentar a oxigenagao dos tecidos, estimular o sistema imunologico e reduzir a inflamacao, e
ndo altera as concentragcdes dos principais biomarcadores de inflamagdo e catabolismo da
cartilagem quando utilizado por via intra-articular, como verificado por Vendruscolo et al.
(2018). Por estes motivos, o ozonio ¢ usado para tratar condigdes como feridas de dificil
cicatrizacdo, infec¢des, problemas musculares e articulares, entre outros (Smith et al., 2017;
Sciorsci et al., 2020). Desta forma, a ozonioterapia pode se tornar uma ferramenta para
recuperagao de cavalos de esporte, usualmente sujeitos a lesdes musculares e articulares (Casey,
2007). Como em humanos, a ozonioterapia em equinos envolve a administragdo de ozonio por
diferentes vias tais como: reperfusdo de soro ozonizado (Alves et al., 2004); subcutinea
(Ballardini, 2005); auto-hemoterapia (Ballardini, 2006; Haddad et al., 2009ab; Tsuzuki et al.,
2015); topica intra-articular (Vendruscolo et al., 2018). Apenas um estudo testou a via intraretal
(Jaramillo et al., 2020). A via intraretal ¢ considerada relativamente menos invasiva em
comparagdo com as demais. Além disso, sua aplicagdo ¢ relativamente simples, por nao
necessitar de materiais como bolsa de transfusdo, cateter, equipo, dentre outros que aumentam
o risco de contaminacao e elevam o custo do procedimento. No entanto, a ozonioterapia em

equinos ainda ¢ controversa e nao ¢ amplamente reconhecida pela comunidade veterinaria
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convencional, uma das razdes ¢ falta de padronizagdo dos protocolos de tratamento.
Adicionalmente, na literatura consultada ndo foram encontrados estudos que avaliaram o uso
da ozonioterapia pela via intraretal em cavalos atleta. Portanto, neste estudo pretende-se testar
a hipotese de que a ozonioterapia € uma terapia segura e benéfica para cavalos de esporte em
fase de recuperagdo apods temporada de provas. Objetivou-se aqui avaliar os efeitos da
ozonioterapia via intraretal nos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos além da percepgao da
dor causada pelo procedimento em cavalos de esporte. Caso a ozonioterapia de fato melhore a
circulacao sanguinea e o fornecimento de oxigénio aos tecidos (Martinez-Sanchez et al., 2012;
Seyam et al., 2018; Jaramillo et al., 2020), espera-se o aumento de hemoglobina, eritrocitos e
alteragao positiva na morfologia das células sanguineas. Como a administracdo do ozonio via
intraretal ndo provocou alteragdes clinicas e tampouco variagcdes nos parametros fisiologicos
(Jaramillo et al., 2020), espera-se o mesmo no presente estudo. Caso a ozonioterapia produza
efeitos analgésicos (Schwartz; Martinez-Sanchez, 2012) espera-se que quando administrada por

via intraretal ndo haja manifestacdo de dor pelos cavalos.

7 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos empregados no presente estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Santa Cruz
(UESC) (Protocolo de autorizacao: #013/22).

7.1 Selecdo dos animais, dose e concentracdo de ozonio

Foram usados 12 cavalos usados em provas de baliza e tambores da raca quarto de milha
mantidos em um haras na cidade de Itapé, Bahia, Brasil, sendo nove fémeas e trés machos
castrados, com idade entre 4 ¢ 12 anos. No local, todos os animais sdo submetidos ao mesmo
manejo de alimentagdo, moradia e regime de treino. S3o oferecidos aos animais feno (x kg) e
racao (y kg) no inicio da manha e no final da tarde. Todos eles vivem em baias e sio montados
para exercicio de alongamento e aquecimento uma vez por dia durante 30 minutos cinco dias
na semana. Destes cinco dias, dois sdo feitos treinos forcados que consistem em trote alongado
por 10 minutos, subir serra e galopar em circulos por 20 minutos, além de usar os percursos
com obstaculos. Todos os animais participam regularmente de provas da modalidade trés
tambores ¢ os dados foram coletados um més depois do fim da temporada de provas que

correspondeu ao més de outubro de 2023. Inicialmente, todos foram examinados clinicamente
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por médica veterinaria e considerados saudaveis. A ordem de aplicacdo da ozonioterapia foi
aleatéria e a mesma ocorreu no inicio da manha antes de qualquer atividade rotineira dos
animais.

Para administracdo da ozonioterapia os animais foram colocados no tronco de contencao
individualmente. Antes da preparacdo dos animais para administragdo do ozonio (O3) e
imediatamente apos o término da sua administragdo foram aferidas as frequéncias cardiaca e
respiratoria com estetoscopio durante 1 minuto. Para este fim, foi usado o aparelho gerador de
0z6nio medicinal modelo Ozonic Vet ® (Ozonic, Sao Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil)
e uma mangueira de silicone acoplada a uma sonda de coleta de embrido para insuflagio retal.
Antes da aplicacdo do 0zdnio, as fezes foram removidas e a sonda foi introduzida no reto do
animal, aproximadamente 0,10m, e o aparelho foi regulado para fluxo de 1/8 que corresponde
a 125mL/min e concentra¢dao de 30pg O3/mL. Com esses dados e o peso dos animais (Tabela
1) foi calculado o tempo em que a sonda ficou no reto de cada animal até atingir a dose de 60ug
Os/kg com base em ISCO3 (2020). Foram realizadas cinco aplicagdes com intervalo de 48 horas

entre elas.
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Tabela 1. Caracteristicas dos animais e duragdo de aplicagao da ozonioterapia.

Animal Sexo Idade Peso Duracéao
(anos)  (kg) (minutos)
1 Fémea 12 325 5
2 Fémea 6 320 5
3 Fémea 11 370 6
4 Fémea 6 370 6
5 Fémea 4 420 7
6 Fémea 4 420 7
7 Fémea 4 420 7
8 Fémea 8 465 8
9 Fémea 8 500 8
10 Macho 12 415 7
11 Macho 5 380 6
12 Macho 6 450 7

7.2 Coleta sanguinea e processamento das amostras

Amostras de sangue foram colhidas trés dias antes do inicio da administracdo da
ozonioterapia tratamento (Controle), um dia depois do quinto e ultimo dia de sua administragao
(24h ap6s ozonoterapia) e novamente sete dias depois do ultimo dia de ozonioterapia (7-dias
apos ozonoterapia). As coletas de amostras de sangue ocorreram no inicio da manha por pungao
da veia jugular com agulha (40 x 12mm) e seringa (10 mL) descartaveis e transferido para tubos
de 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) K3 como anticoagulante e outro sem
anticoagulante. Imediatamente ap0ds a coleta também foram feitos esfregacos sanguineos, duas
laminas por animal. Todas as amostras coletadas foram armazenadas em caixa isotérmica com

gelo reciclavel e transportado ao Laboratorio de Analises Clinicas da UESC onde foram
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processadas. A morfologia das hemadcias foi avaliada em relag@o a integridade de membrana,
tamanho, forma e coloracdo a partir dos esfregacos sanguineos (Satué et al., 2013) .

No laboratorio, as laminas com os esfregacos foram coloradas com kit Panético Réapido.
Para as amostras de sangue foi usado um contador automatizado de células sanguineas (ABX
vet da Horiba) para a analise de: eritrocitos (10%/uL), hemoglobina (g/dL), hematocrito (%),
volume corpuscular médio (VCM) (f/L), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) (f/L) e leucocitos (/uL). Por meio da leitura de 1amina em o6leo de imersao e objetiva
de 100x no microscopio foram analisados: neutréfilos (%), eosindfilos (%), linfocitos (%),
monocitos (%), basofilos (%). A partir da leitura das laminas foram contadas as plaquetas
(103/uL). Por meio de refratometria foram determinadas as proteinas plasmaticas totais (PPT)
(g/dL) e o fibrinogénio. Finalmente, por meio de kits bioquimicos comerciais Bioclin® com
leitura em analisador bioquimico semiautomatico Bioplus 2000 foram avaliadas as seguintes
enzimas: aspartato amino transferase (AST), creatina quinase (CK), lactato desidrogenasse

(LDH) e gama glutamil transferase (GGT).

7.3 Gravacgdo de imagens dos animais para avaliacio da dor

Imagens dos animais foram gravadas durante cinco minutos antes da administra¢ao da
ozonioterapia e, novamente, por cinco minutos durante sua administra¢cdo com camera Nikon®
e com camera de celular modelo Xiaomi Redmi Note 9, ambas fixadas em tripés e posicionadas
a 1,0 m do animal em frente e diagonal para que as expressdes faciais fossem captadas no video.
Os videos foram salvos no final do dia em HD externo e na nuvem do Google Drive ®.

Posteriormente, foram feitos video clipes com durag@o de 30 segundos cada, que foram
avaliados por trés observadores com pratica em observagdo comportamental e cegos as fases
experimentais (antes ou durante a ozonioterapia). Os video clipes foram feitos a partir de
imagens coletadas dos ultimos minutos da aplicacdo para todos os animais. Os observadores
analisaram os video clipes usando a escala de dor Horse Grimace Scale (HGS) estabelecida
para imagens estaticas (‘fotografias’) de equinos (Dalla Costa et al., 2014). Neste estudo foi
usada a HGS porque esta varia de zero a 12, enquanto a Equine Pain Face (EPF), usualmente
usada para avaliar a expressao de dor em video clipes, varia de zero a 4 e (Gleerup e Lindegaard,
2016). Desta forma, por ser mais extensa, a HGS pode permitir a determinacdo de mais nuances
na percepg¢ao da dor do que a escala EPF.

Incialmente, cada observador recebeu a descrigao detalhada das seis unidades de agdo

facial (sigla em inglés: FAUs) e o sistema de pontuagao. Resumidamente, para cada videoclipe,
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cada observador deu uma pontuagdo para cada FAU que variou da seguinte forma: 0 = dor ndo
presente, 1 =dor moderadamente presente, 2 =dor obviamente presente). A soma das
pontuagdes individuais de cada uma das seis FAUs resultou da HGS em cada imagem. A
pontuagdao maxima possivel do HGS ¢ 12, quando o observador da uma pontuagdo de 2 para
cada uma das seis FAUs. Na sequéncia, os observadores foram capacitados no uso de escalas
de dor em equinos. Para esta capacitagdo, foram selecionadas aleatoriamente 10 imagens que
foram avaliadas pelos observadores de forma individualizada usando a escala de dor HGS. Em
seguida, as pontuagdes na escala de dor foram comparadas e determinou-se o indice de
concordancia de Kendall entre os observadores de 0,80 (P < 0,023). Posteriormente, todos os
videoclipes foram distribuidos de forma aleatoria e igualitaria entre os trés observadores para

sua avaliacao individualizada.

Anadlise dos dados

Para comparar as médias dos dados das amostras de sangue foi usado o modelo linear
de efeitos mistos (MLEM), usando um modelo para cada variavel. Em cada modelo o sexo
(macho ou fémea) e a fase experimental (Controle, 24h apds ozonoterapia e 7-dias apds
ozonoterapia — para os dados das amostras de sangue ou antes e imediatamente depois da
ozonioterapia — para os dados de FC e FR) e a interagdo entre sexo e fase experimental foram
considerados como fatores fixos (varidveis independentes). Adicionalmente, em cada modelo a
identidade dos individuos foi considerada como fator aleatério o que permitiu controlar as
dependéncias de medidas repetidas. Os residuos de cada modelo foram checados graficamente
quanto a distribuicdo normal e homocedasticidade e a transformagao logaritmica foi usada para
os dados de CK e PPT para satisfazer estes pressupostos.

As médias das frequéncias cardiacas e respiratérias (FC e FR, respectivamente) e da
escala de dor Horse Grimace Scale (HGS) também foram comparadas por meio de MLEM —
também usando um modelo para cada varidvel. Nestes modelos o sexo (macho ou fémea) e a
fase experimental (antes ou durante a ozonioterapia) e o dia de aplicacdo (1° ao 5° dia), além
das interagdes entre sexo, fase experimental e dia de aplicagcdo foram considerados como fatores
fixos (variaveis independentes). Nestes modelos, a identidade dos individuos também foi
considerada como fator aleatorio para controlar as dependéncias de medidas repetidas. Os
residuos de cada modelo foram checados graficamente quanto a distribui¢do normal e

homocedasticidade e foram considerados satisfatorios. Para todas as analises, foi usado o
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software Minitab 19.1 (Minitab Inc., State College, PA), considerando a < 0,05. Os dados sdo

apresentados na forma de médias dos minimos quadrados + erro padrao.

8 RESULTADOS

Houve efeito da fase experimental nas concentragdes de hemoglobina (F2,20=5,55;
P =0,012), hemoglobina corpuscular média (CHCM) (F2,20=16,01; P <0,001) e na atividade
sérica da aspartato amino transferase (AST) (F2,20=20,49; P <0,001). Os testes post hoc
mostraram que houve reducdo (P <0,05) na média da concentracdo de hemoglobina nas
amostras coletadas 24-h apo6s ozonioterapia (9,7 = 0,3), em comparacdo com as amostras
sanguineas colhidas nas fases Controle (11,3 £0,5) e 7-dias apds ozonioterapia (11,6 +0,4)
(Figura 1). Por outro lado, houve aumento (P < 0,05) na média da concentracdo de CHCM nas
amostras de sangue colhidas 7-dias apds ozonioterapia (33,0 = 0,4) em comparacdo com as
médias registradas nas fases Controle (32,1 +0,5) e 24 h apds ozonioterapia (32,1 = 0,6)
(Figura 2). Adicionalmente, houve redugdao (P <0,05) na atividade sérica da AST nas
amostradas colhidas 7-dias apds ozonioterapia (84,0 = 23,8) em comparacdo com as demais
(Controle: 254 + 27,8 e 24 h apds ozonioterapia: 275 = 11). O sexo e a interagdo entre sexo €
fase experimental ndo afetaram a concentragdo de hemoglobina (P > 0,05), CHCM (P > 0,05)

e AST (P>0,05).
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Figura 1 — Médias (= erro padrao - EP) de hemoglobina (g/dL) de acordo com a fase experimental.

Letras distintas acima das barras indicam diferenca significativas entre as médias (P < 0,05).
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Figura 2- Médias (£ EP) de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (%) de acordo com a fase
experimental. Letras distintas acima das barras indicam diferenca significativas entre as médias

(P < 0,05).
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Figura 3- Médias (= EP) de aspartato amino transferase (AST) (UI/L) de acordo com a fase
experimental. Letras distintas acima das barras indicam diferenca significativas entre as médias

(P <0,05).

Houve tendéncia de efeito da fase experimental na concentracdo de fibrinogénio
(F2,20=3,18; P =0,063), com uma tendéncia de aumento na concentragdo de fibrinogénio nas
amostras de sangue colhidas 7-dias apds ozonioterapia (Tabela 2). Os outros parametros do
hemograma, como eritrocitos, hematocrito e neutrofilos e bioquimicos, como creatina quinase
(CK), lactato desidrogenasse (LDH) e gama glutamil transferase (GGT) encontravam-se dentro
dos valores de referéncia esperados para a espécie equina de “sangue quente” e ndo foram
afetadas pela fase experimental (Tabela 2). O sexo ou interagdo entre sexo e fase experimental

também nao afetaram essas variaveis (vide as analises completas apresentadas no Apéndice).
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Tabela 2. Efeito da fase experimental (Controle, 24h apds a ozonoterapia e 7-dias apods a
ozonoterapia) sobre as médias as médias (EP: erro padrao) dos parametros do hemograma e

bioquimicos de equinos (N = 12) submetidos a ozonioterapia intraretal.

VARIAVEL Controle EP 24-h*  EP 7-dias*  EP F P
AST (UIL) 2544 27,8 2748 11,0 843 23,8 Fa20=20,49  <0,001
Hemoglobina 11,6 0,6 9,7 0,5 11,3 0,4 F220=35,55 0,012
(g/dL)

CHCM (%) 32,1 0,1 32,1 0,1 33,0 0,2 Fa20=16,01 <0,001
GGT (UI/L) 13,8 1,0 14,9 1,1 14,4 1,0 F220=0,35 0,710
CK (UI/'L) 204,1 323 223,5 48,8 231,0 28,2 F220=0,42 0,662
LDH(UI'L) 760,0 211,0 4743 33,1 5844 81,0 Fa20=0,37 0,695
Fibrinogénio  250,0 26,1 283,3 29,7 350,0 35,9 F220=3,18 0,063
(mg/dL)

VG (%) 341 1,9 329 L7 349 1,1 Fan=256 0,103
Hemacias 7,3 0,4 6,9 0,4 7,4 0,2 F20 = 2,69 0,092
(célx10%/uL)

Linfocitos 3731,0 449,0 4066,0 583,0 3885,0 471,0 F212=0,19 0,826
Absolutos

(cél/uL)

Linfocitos 34,8 3,0 39,3 3,2 40,8 3,7 F220= 1,01 0,383
Relativos (%)

Mondcitos 596,0 108,0 448,5 93,7 559,6 81,6 F229=0,74 0,484
Absolutos

(cél/uL)

Mondcitos 5,7 0,7 4,3 0,8 5,6 0,8 Fop0=1,7 0,200
Relativos (%)

Eosinofilos 273,8 40,5 293,3 60,6 2345 48,1 F220=0,24 0,785
Absolutos

(cél/uL)

Eosinofilo 2,9 0,4 3,1 0,6 2,4 0,5 F220=0,41 0,671
Relativos (%)

Basofilos 118,6 41,3 27,6 12,1 78,8 22,5 F220=2,88 0,077
Relativos (%)

Plaquetas 245417 19173 191333 15799 236400 19884  Fai951= 1,01 0,383
(unidade/pL)

PPT (g/dL) 6,6 0,1 6,4 0,1 6,1 0,6 Fa1808 = 2,24 0,134
*24-h: 24-h ap0ds a ozonioterapia; 7-dias: 7-dias apds a ozonioterapia.
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Os esfregacos das amostras sanguineas coletadas trés dias antes da administragdo da
ozonioterapia apresentaram hemdcias integras sem deformidade da membrana (Figura 4a).
Contudo, os esfregacos das amostras sanguineas coletadas 24 horas apds a ozonioterapia
apresentaram hemacias com deformidade da membrana compativel com lesdes oxidativas
(Figura 4b). Por sua vez, amostras coletadas 7 dias apds a ozonioterapia ndo apresentaram
alteragdes na morfologia das hemacias (Figura 4c). Nenhum animal apresentou manifestagao

clinica durante todo experimento.
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Figura 4 — Imagens das hemacias nos esfregacos sanguineos (ampliacdo 100x) nas fases
experimentais: Controle - trés dias antes da ozonioterapia (a); 24 h depois da administracdo do
ozonio (b) as setas na figura destacam algumas das membranas celulares danificadas; 7 dias

depois do ultimo dia da ozonioterapia (c).

As médias da escala de dor Horse Grimace Scale (HGS) ndo foram afetadas pela fase
experimental (Fi,90=3,05; P=0,085), dia da administracdo (Fs,90=0,38; P =0,821), sexo
(F1,10=2,90;P = 0,119) ou suas interagdes (vide analise estatistica completa no Anexo) quando
analisado o modelo estatistico completo. Contudo, quando reaplicado o modelo depois de
retirados os fatores sexo e dia, a fase experimental passa a ter efeito significativo fase
experimental (F1,107=5,20; P = 0,025). A pontuacao média da HGS subiu de 4,2 + 0,4 para as
imagens registradas antes administragdo da ozonioterapia para 5,3 +0,4 durante sua
administragcdo. Contudo, ndo houve efeito da fase experimental nas médias de frequéncia
cardiaca (Fi,90=0,25; P=0,617) e de frequéncia respiratoria (Fi,90=10,27; P =0,603)
registradas antes (FC: 38,2 +0,5; FR: 21,3 = 0,5) e imediatamente apds aplicacao do 0zonio
(FC: 38,6 £ 0,5; FR: 21,6 £0,5). A FC e a FR também ndo foram afetadas pelo sexo e pela
interagdo entre sexo, fase experimental e dia de administragdo quando analisado o modelo

estatistico completo (vide andlise estatistica completa no Apéndice) e tampouco quando
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reaplicado o modelo depois de retirados os fatores sexo e dia, a fase experimental (FC:

F1,107=0,79; P = 0,375; FR: F1,107= 0,23; P = 0,6325).

9 DISCUSSAO

Verificou-se que apoOs a ozonioterapia as hemacias apresentam lesdes oxidativas em sua
estrutura, o que ndo era esperado. Em estudo anterior no qual também foi administrado ozonio
via intraretal em cavalos, nao foram relatadas essas alteragoes (Jaramillo et al., 2021). O dano
oxidativo as hemadcias pode estar associado a peroxidacao lipidica da membrana, a desnaturagado
da hemoglobina ou a uma alteragao no estado de valéncia do atomo de ferro quando a célula ¢
exposta a agentes oxidantes (Satué et al., 2013), como o 0zdnio usado aqui. Porém, mesmo com
essas lesdes, as variaveis sanguineas se mantiveram dentro dos valores de referéncia.
Adicionalmente, ndo foram observadas alteracdes em todas as hemacias dos esfregacos das
amostras coletadas 7 dias depois da ozonioterapia. [sso mostra que o processo de lesdo oxidativa
foi transitério e controlado sete dias depois do ultimo dia de administragdo da ozonioterapia
devido ao estimulo a renovagao celular.

Esse resultado pode ser interessante na recuperacdo de cavalos de esporte. De acordo
com Bocci (2004) eritrocitos jovens sdo mais leves e contém mais glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) do que células mais antigas que sao mais pesadas. Além disso, nos
eritrocitos naturalmente estao presentes outras potentes enzimas antioxidantes (catalase, GSH-
Rd, GSH-Px, GSH-Tr e SOD) o que pode promover a melhoria no condicionamento fisico de
cavalos de esporte. Uma vez que essas enzimas podem eliminar rapidamente grandes
quantidades de oxidantes gerados durante o exercicio fisico aumentando a perfusdo e
oxigenacao tecidual aliado ao aumento da hemoglobina que ¢ a proteina que carreia o oxigénio
no eritrécito até os tecidos (Satué et al., 2013; Bocci et al., 2011; Smith et al., 2017; Seyam et
al., 2018). Desta forma, os resultados obtidos no presente estudo indicam que a terapia com
0zO6nio pode aumentar a geracao de eritrocitos com caracteristicas metabolicas melhoradas.
Esses resultados corroboram Bocci et al. (2011) que sugeriram que as células pds 0zonio seriam
uma espécie de ‘eritrocitos superdotados’. Este tipo de eritrocito seria capaz de corrigir a
hipéxia em doencas vasculares e a hipoxia muscular gerada ap6s o esfor¢co do exercicio, no
caso de cavalos de esporte.

O 0z6nio ao reagir com os compostos lipidicos da membrana das hemacias de sangue
humano gera os produtos da oxidagdo lipidica (LOP) (Bocci et al., 2004, 2011). Bocci et al.

(2004, 2011) afirmaram que sessOes terapéuticas repetidas podem permitir que os compostos
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LOP atinjam a medula ¢ssea e ativem um desenvolvimento sutil no nivel eritropoiético. Com
isso, ¢ estimulada a formacao de novos eritrdcitos. Porém, o mecanismo pelo qual isso acontece
ndo esta totalmente elucidado. E razoavel supor que as células oxidadas, como as verificadas
no presente estudo, ao serem substituidas também contribuam para essa ativagao medular, pois
com a diminui¢do da hemoglobina ocorre uma hipdxia transitdria que estimularia a eritropoiese,
o0 que precisa ser confirmado em estudos futuros por meio de avaliacdo renal. Estudos anteriores
que utilizaram auto-hemoterapia com 0z6nio em equinos também nao relataram alteragcdes na
morfologia das hemacias (Tsuzuki et al., 2015; Haddad et al., 2009a). O fato dos animais usados
no presente estudo participem de competi¢des, submetidos a uma rotina didria de treino,
possivelmente tenha afetado os resultados. Porque o estresse oxidativo causado pelo exercicio
¢ potencialmente maior em cavalos de esporte do que naqueles que foram usados nos estudos
anteriores. No presente estudo, verificou-se alteracdo de membrana das hemacias e, de acordo
com Satué et al. (2013) células danificadas sdo removidas da circulagdo e isso pode explicar a
diminui¢do da hemoglobina apds a ozonioterapia. Adicionalmente, houve aumento do CHCM
e da hemoglobina sete dias depois do fim da administracdo do ozoénio (7 dias apos
ozonioterapia) em comparagao com o Controle, semelhante ao que foi descrito por Jaramillo et
al. (2020). Portanto, ¢ importante ressaltar que a melhora na condig@o das hemaécias sete dias
apos o tratamento contraindica a aplica¢do do tratamento na véspera das competi¢cdes, devendo
ser realizado com antecedéncia de pelo menos uma semana para a ultima aplicag@o.

Como o esperado, os animais do presente estudo nao apresentaram sintomatologia
clinica e as enzimas que avaliam o perfil hepatico se mostraram reduzidas. Apesar do
fibrinogénio ndo ter apresentado efeito estatistico significativo, houve uma tendéncia a se
elevar, isso pode ser decorrente da presenca de radicais livres ou devido as lesdes nas hemadcias,
pois nos equinos essa proteina sinaliza um processo inflamatorio. A AST foi menor ao final do
experimento (7 dias apos ozonioterapia). Este ¢ um dado curioso porque essa enzima tende a
aumentar durante o exercicio devido ao aumento da permeabilidade do sarcolema e permanece
na circulacdo por 24 horas (Camara e Silva et al., 2007; Assenza et al., 2016). Essa diminui¢ao
pode sugerir que, uma semana apos o uso do 0zonio, houve maior estabilidade das membranas
das células musculares e hepaticas. Possivelmente, também deve ter havido diminui¢cdo da
produgdo de metabolitos gerados apos o estresse muscular que seriam metabolizados pelo
figado como por exemplo acido latico, principal metabdlito gerado pela via anaerdbica quando
a demanda de ATP nao ¢ suprida pela respiragao aerdbica. O que precisa ser confirmado em

estudos futuros.
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Os efeitos positivos do 0zénio como o aumento da CHCM e hemoglobina aliados a
diminuicdo da AST aconteceram sete dias depois do fim de sua administragdo. Desta forma, o
efeito da ozonioterapia se da de forma tardia. Este resultado corrobora Bocci et al. (2011) que
sugeriram o efeito tardio, ao ‘despertar’ o organismo para ativacao do metabolismo celular. Em
resumo, caso a ozonioterapia de fato melhore a oxigenacgao tecidual e a capacidade antioxidante,
a demanda pela via anaerdbica ¢ diminuida. Além disso, as lesdes musculares causadas pelo
estresse oxidativo também diminuiriam e, em consequéncia, a recuperacao dos cavalos ¢ mais
eficiente uma vez que nao ha acimulo demasiado de acido latico nem de agentes oxidantes que
sdo os principais causadores de lesdo muscular, dor e queda de rendimento (Kinnunem et al.,
2005; Bottegaro et al., 2018). Em geral, a seguranc¢a do 0zdénio ¢ muito questionada devido ao
seu alto poder oxidante. Porém, quase ndo ha relatos de efeitos colaterais. Mesmo assim,
verificou-se que, quando ocorreram, tais efeitos colaterais estavam relacionados ao uso
incorreto da técnica (ISCO3, 2020). Os resultados do presente estudo permitem afirmar que o
0zonio pode promover a melhora nos indicadores de recuperagdo muscular e é seguro por nao
causar danos hepaticos. Contudo, os dados aqui obtidos podem ser criticados devido ao
tamanho pequeno da amostragem, especialmente para os machos (N = 3), o que limitaria sua
validade. Entretanto, o relato do treinador destes animais, que afirmou ter sentido melhora no
desempenho, aparentemente confirma os resultados averiguados e aponta para a direcdo da
necessidade de mais estudos. Desta forma, um estudo com um niimero maior de animais e que
seja seguido de testes de desempenho esportivo dos cavalos que participam de competicoes em
recuperagdo, que permitam a comparacao antes ¢ depois da ozonioterapia, deve ser feito para
fundamentar a sua aplicacdo como terapia benéfica e segura para cavalos de esporte.
Adicionalmente, a ozonioterapia via intraretal promoveu respostas mais positivas que a
ozonioterapia via hematologica como o aumento da hemoglobina e da CHCM, por exemplo.
Entretanto, ozonioterapia via intraretal € menos invasiva do que a via auto-hemoterapia porque
diminui o risco de exposi¢ao a infec¢do do sistema sanguineo pelo paciente, além de ser mais
simples a sua aplicagdo e ndo necessitar de outros materiais, tais como como bolsa de
transfusdo, cateter, equipo que aumentam o risco de contaminagdo e elevam os custos do
procedimento.

Apesar dos resultados positivos nos parametros hematoldgicos e bioquimicos, os
animais no presente estudo apresentaram aumento discreto nas médias da escala de dor Horse
Grimace Scale (HGS) avaliada nas imagens registradas antes da ozonioterapia comparada com
as registradas durante a aplicagcdo do gas (de 4,2 + 0,4 para 5,3 £ 0,4). Esta alteracao, contudo,

ndo foi refletida na frequéncia cardiaca (FC) e respiratoria (FR) dos animais, também usadas
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como indicadores de dor ou estresse (Gleerup e Lindegaard, 2016). E possivel que o fato de os
animais usados no estudo serem usados em competi¢cdes esportivas e, portanto, submetidos a
treinamento constante, explique a falta de altera¢des tanto na FC quanto na FR em decorréncia
da ozonioterapia. Animais usados em competi¢cdes, normalmente, apresentam condicionamento
cardiorrespiratdrio e, portanto, pouca variagdo na FC e FR (Trilk et al., 2002). Dessa forma, os
resultados obtidos no presente estudo indicam que a administragdo do ozo6nio via intraretal
provoca dor nos animais. Por este motivo, indica-se o uso de sedacdo para a administracao do
ozonio via intraretal. Antes de seu uso, contudo, estudos futuros devem avaliar os efeitos da

sedacdo sobre os parametros da ozonioterapia.

10 CONCLUSAO

A ozonioterapia via intraretal em equinos, avaliado por hemograma e exame
bioquimico, revelou resultados positivos ao ser analisada a hemoglobina, CHCM e morfologia
de hemdacias com aumento quantitativo apds sete dias de sua aplicacdo, ao passo que houve
redugdo da AST. E importante realcar, contudo que esfregacos das amostras sanguineas
coletadas 24 horas ap6s a ozonioterapia apresentaram hemacias com deformidade da membrana
compativel com lesdes oxidativas. Adicionalmente, houve aumento na percepcdo da dor
indicando, portanto, a necessidade de sedagdo para administragao do ozonio via intraretal. A
AST diminuida 24-h apods ozonioterapia, refor¢a que nao houve dano hepatico, um dos
possiveis efeitos colaterais da ozonioterapia. Estes achados apontam para o potencial impacto
positivo dessa abordagem terapéutica, indicando promissoras perspectivas para aplicacdao
clinica do ozoénio para recuperacdo de cavalos de esporte, abrindo portas para futuras

investigacdes e aprimoramento das estratégias terapéuticas na medicina veterinaria.
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APENDICES

Apéndice 1: andlises estatisticas dos dados de hemograma e bioquimicos

Modelo de efeitos mistos: HEMOGLOBINA versus Animal;
Tratamento; SEXO

Termo NumGL DenGL ValorF Valor-P
Tratamento 2 20 5.55 0.012
SEXO 1 10 0.57 0.466
Tratamento*SEXO 2 20 1.98 0.165
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
1.33319 51.62% 43.55% 128.77 131.13

Modelo de efeitos mistos: AST versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo GL Den GL ValorF Valor-P
Tratamento 2 20 20.49 <0,001
SEXO 1 10 0.11 0.747
Tratamento*SEXO 2 20 0.55 0.584
Sumario do Modelo
S R2  R2(a)) AlCc BIC
69.3321 71.28% 66.49% 368.62  370.97

Modelo de efeitos mistos: CHGM (%) versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo NumGL DenGL  ValorF Valor-P
Tratamento 2 20 16,01 <0,001
SEXO 1 10 0,06 0,818
Tratamento*SEXO 2 20 2,47 0,11
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
0,364539 76,18%  72,20% 61,48 63,84

Modelo de efeitos mistos: GGT versus Animal; Tratamento; SEXO

Termo Num GL DenGL ValorF Valor-P
Tratamento 2 20 0,35 0,71
SEXO 1 10 0,07 0,795
Tratamento*SEXO 2 20 0,23 0,797
Sumario do Modelo

S R2 R2(aj) AlCc BIC

2,91844 51,10%  42,94% 182,21 184,57
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Modelo de efeitos mistos: LogCK versus Animal; Tratamento; SEXO

Termo Num GL  DenGL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 0,42 0,662
SEXO 1 10 2,21 0,168
Tratamento*SEXO 2 20 0,67 0,523
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
0,140836 64,04% 58,04% 2,32 4,68

Modelo de efeitos mistos: LDH versus Animal;

Tratamento; SEXO

Termo Num GL DenGL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 0,37 0,695
SEXO 1 10 1,96 0,191
Tratamento*SEXO 2 20 0,40 0,674
Sumario do Modelo

S R2 R2(aj) AICc BIC

188,456 37,50%  27,08% 427,05 429,41

Modelo de efeitos mistos: FIBRINOGENIO versus Animal; Tratamento;

SEXO
Termo Num GL  Den GL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 3,18 0,063
SEXO 1 10 2,11 0,177
Tratamento*SEXO 2 20 0,45 0,641
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
98,8826 40,13% 30,15% 387,4 389,76

Modelo de efeitos mistos: VG (%) versus Animal;

Tratamento; SEXO

Termo Num GL  DenGL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 2,56 0,103
SEXO 1 10 0,16 0,696
Tratamento*SEXO 2 20 1,6 0,227
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
3,10588 80,96% 77,79% 197,32 199,67

Modelo de efeitos mistos: HEMACIAS versus Animal; Tratamento; SEXO



Termo Num GL Den GL Valor F

Valor-P
Tratamento 2 20 2,69 0,092
SEXO 1 10 0,52 0,489
Tratamento*SEXO 2 20 1,39 0,272
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
0,636222 83,32% 80,54% 103,44 105,8

Modelo de efeitos mistos: LINFOCITOS (ABSOLUTOS) versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Tratamento 2 19,2 0,19 0,826
SEXO 1 10,21 1,53 0,244
Tratamento*SEXO 2 19,2 0,69 0,514
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
723,21 89,36% 87,53% 513,06 515,33

Modelo de efeitos mistos: LINFOCITOS (RELATIVO) versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 1,01 0,383
SEXO 1 10 0,03 0,872
Tratamento*SEXO 2 20 1,26 0,305
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AICc BIC
9,01727 58,35% 51,41% 251,1 253,46

Modelo de efeitos mistos: MONOCITOS (ABSOLUTOS) versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo Num GL DenGL ValorF Valor-P
Tratamento 2 20 0,74 0,484
SEXO 1 10 1,82 0,188
Tratamento*SEXO 2 20 0,17 0,841
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj)  AlCc BIC
325,311 11,29% 0,00% 440,31 442,59




Modelo de efeitos mistos: MONOCITOS(RELATIVOS) versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 1,7 0,2
SEXO 1 10 0,01 0,914
Tratamento*SEXO 2 20 1,03 0,37
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
2,64435 11,72% 0,00% 166,37 168,73

Modelo de efeitos mistos: EOSINOFILOS (ABSOLUTO) versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 0,24 0,785
SEXO 1 10 0,85 0,379
Tratamento*SEXO 2 20 0,17 0,848
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
139,138 55,86% 48,51% 414,85 417,21

Modelo de efeitos mistos: EOSINOFILO (RELATIVO) versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 0,41 0,671
SEXO 1 10 0,11 0,746
Tratamento*SEXO 2 20 0,06 0,944
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
1,38243 60,21% 53,57% 140,08 142,44

Modelo de efeitos mistos: BASOFILOS (RELATIVO) versus Animal; Tratamento;
SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Tratamento 2 20 2,88 0,077
SEXO 1 10 1,28 0,269
Tratamento*SEXO 2 20 2,84 0,079
Sumario do Modelo

S R2 R2(aj) AICC BIC

0,597903 47,94% 36,62% 63,15 64,82




Modelo de efeitos mistos: PLAQUETAS versus Animal; Tratamento; SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Tratamento 2 19,81 1,01 0,383
SEXO 1 10,98 0,17 0,691
Tratamento™*SEXO 2 19,81 0,64 0,536
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
61229,7 27,28% 14,30% 720,68 722,86

Modelo de efeitos mistos: LogPPT versus Animal; Tratamento; SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Tratamento p 18,98 2,24 0,134
SEXO 1 9,98 2,95 0,117
Tratamento*SEXO 2 18,98 1,28 0,301
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
0,013043 85,62% 83,14% -125,38 -123,1

Apéndice 2: andlises estatisticas dos dados comportamentais

Modelo de efeitos mistos: Escore total de dor versus Animal, Fase, SEXO, Dia

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Fase 1 90 3,05 0,084
SEXO 1 10 2,9 0,119
Dia 4 90 0,38 0,821
Fase*SEXO 1 90 0,08 0,777
Fase*Dia 4 90 0,6 0,667
SEXO*Dia 4 90 0,73 0,573
Fase*SEXO*Dia 4 90 0,31 0,871
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
2,59339 47,94% 38,05% 569,47 574,56

Modelo de efeitos mistos: Escore total de dor versus Animal, Fase
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Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Fase 1 107 5,2 0,025

Sumario do Modelo

S R2 R2(aj) AlCc BIC
2,48165  43,63% 43,15% 584,92 590,36

Modelo de efeitos mistos: Escore total de dor versus Animal, SEXO

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
SEXO 1 10 2,9 0,119
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
2,52946 40,81% 40,31% 585,17 590,61

Modelo de efeitos mistos: Escore total de dor versus Animal, Dia

Termo Num GL Den GL Valor F Valor-P
Dia 4 104 0,35 0,845
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AICc BIC
2,56055 41,59% 39,56% 587 592,38

Modelo de efeitos mistos: FR versus Animal; Fase experimental; SEXO; Dia Tratamento

Termo NumGL DenGL ValorF Valor-P
Fase experimental 1 90 0,27 0,603
SEXO 1 10 0,84 0,38
Dia Tratamento 4 90 0,94 0,443
Fase experimental*SEXO 1 90 0,05 0,83
Fase experimental*Dia Tratamento 4 90 0,31 0,871
SEXO*Dia Tratamento 4 90 1,34 0,262
Fase experimental*SEXO*Dia
Tratamento 4 90 0,54 0,71
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
3,43432 37,62% 25,77% 621,81 626,9

Modelo de efeitos mistos: FC versus Animal; Fase experimental; SEXO; Dia Tratamento
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Termo NumGL DenGL ValorF Valor-P
Fase experimental 1 90 0,25 0,617
SEXO 1 10 0 1
Dia Tratamento 4 90 0,96 0,434
Fase experimental*SEXO 1 90 0,25 0,617
Fase experimental*Dia Tratamento 4 90 0,05 0,995
SEXO*Dia Tratamento 4 a0 0,88 0,477
Fase experimental*SEXO*Dia
Tratamento 4 a0 0,24 0,917
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AlCc BIC
3,7847 21,16%  6,18% 633,87 638,96

Modelo de efeitos mistos: FR versus Animal, Fase

Termo NumGL DenGL ValorF Valor-P

Fase 1 107 0,23 0,632
Sumario do Modelo
S R2  R2(a)) AlCc BIC

3,41861 26,66% 26,04% 653,53 658,96

Modelo de efeitos mistos: FC versus Animal, Fase

Termo NumGL DenGL ValorF Valor-P

Fase 1 107 0,79 0,375
Sumario do Modelo
S R2 R2(aj) AICc BIC

3,68832 11,15% 10,39% 662,91 668,35
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