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RESUMO

As verminoses sao doengas comumente encontradas em cées, causadas por
endoparasitas que alojam o interior do sistema digestério e causam diversas
irregularidades funcionais no trato gastrointestinal, no sistema respiratorio e
possivelmente em demais regides sistémicas; seu tratamento & feito com anti-
helminticos convencionais que podem causar resisténcia parasitaria e provocar
efeitos colaterais. Novas alternativas estdo sendo estudadas, com a proposta de nao
criar resisténcia parasitaria como estratégia de eliminagado desses parasitas. O 6leo
ozonizado tem se destacado pela sua propriedade microbicida, por ndo causar
resisténcia, e ja tratar de forma sustentavel outras patologias. O objetivo desse estudo
foi desenvolver um produto terapéutico protagonizado pelo 6leo de girassol ozonizado,
para testa-lo como tratamento antiparasitario por administracdo oral, avaliar sua
possivel toxicidade e seus efeitos adversos. Cées (n=20) provenientes do
Departamento de Protecdo Animal (DPAN)/ Centro de Controle de Zoonoses, da
cidade de Guarulhos, foram submetidos aos protocolos. Os caes foram divididos em
grupos, Controle (n=5) - submetidos ao tratamento convencional antiparasitario, Oleo
in natura (n=5) - tratados com o 6leo de girassol em sua apresentagéo natural, Oleo
ozonizado (n=10) - tratados com Oleo de girassol ozonizado. A aplicagédo dos
tratamentos foi administrada por via oral na dosagem de 0,5 mL/kg, em dose Unica
em cada grupo correspondente ao tratamento proposto, e exames de sangue e
coproparasitologico foram realizados antes e apds 15 dias de cada tratamento. Os
resultados obtidos ao término dos protocolos estabelecidos, quando comparado de
maneira isolada intragrupo, no inicio e no final do tratamento, mostraram que houve
uma diferencga significativa na populacdo de Leucdcitos e Neutréfilos no grupo Oleo
Ozonizado, mas na comparacédo entre os grupos, nao foi constatada diferengas
significativas quanto a eficacia dos protocolos desenvolvidos. Sobretudo, observou-se
que o grupo Oleo Ozonizado n&o apresentou nenhum efeito adverso ou colateral,

quando comparado aos grupos Controles na dosagem administrada.

Palavras-chave: Oz6nio; Oleo de girassol; verminose; cées; saude publica.



ABSTRACT
OZONIZATION TECHNIQUE FOR ANTI-PARASITIC TREATMENT IN DOGS

Helminth infections are diseases, commonly found in dogs, caused by endoparasites
lodged in the digestive system and cause many functional irregularities in the
gastrointestinal tract, respiratory system and possibly other systemic regions. The
treatment is carried out with conventional anthelminthic drugs that can cause parasite
resistance and side effects. New alternatives are being studied, with the goal of
avoiding parasite resistance as a strategy of control. Out of those, ozonated oil has
stood out for its antimicrobial properties, for not causing resistance, and for treating, in
a sustainable manner, other pathologies. The objective of this study was to develop a
therapeutical product in which ozonated oil is the protagonist, to test it as an
antiparasitic treatment by oral administration, to evaluate its possible toxicity and
adverse effects. Dogs (n=20) taken from the Department of Animal Protection (DAP) /
Centre of Control of Zoonoses of the city of Guarulhos, were subject to the protocols.
The dogs were split into groups, Control (n=5) - subjected to conventional anti parasite
treatment, Oil in natura (n=5) - treated with sunflower oil in its natural state, Ozonated
oil (n=10) - treated with ozonated sunflower oil. The treatments were orally
administered on the dosage of 0.5 ml/kg, with one single dose of the proposed
treatment to each group and blood tests and coproparasitic tests were run before and
after each treatment. The obtained results at the end of the established protocols, when
analysed in an isolated manner, intragroup, at the beginning and at the end of the
treatment show that there was significant difference in the population of Leucocytes
and Neutrophils in the Ozonated oil group, but in the comparison between groups, no
significant difference was found. Chiefly, it has been observed that the Ozonated oil
grouped not display any adverse or side effect, when compared to the Control groups

in the administered dosage.

Keywords: ozone; sunflower oil; helminth infections; dogs; public health.
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INTRODUGAO

As verminoses sao doencas comumente encontradas em animais, causadas por
endoparasitas que se alojam no interior do organismo do individuo e causam diversas
irregularidades funcionais. De alta prevaléncia na clinica de pequenos animais na
Medicina Veterinaria, as verminoses sdo patogéneses resistentes a evolugdo do
controle de doencas infecciosas em animais domésticos. Acomete principalmente o
sistema gastrintestinal dos pequenos animais, mas pode também prejudicar o sistema
respiratorio, cardiaco, e outros, devido a uma possivel infeccdo secundaria.
(FERREIRA, C. G. T., et al, 2010).

O cao é um dos principais animais domésticos acometidos por verminoses entre os
animais domeésticos; é suscetivel a contaminagcado quando filhote tanto quanto a idade
adulta, caso ndo seja seguido um protocolo profilatico. Os principais sinais clinicos
apresentados sdo: diarreia, perda de peso, apatia, e um possivel quadro de
imunossupressao. Essa patogénese oferece um relevante risco a saude publica, pois
diversos helmintos provocam uma zoonose, ou seja, uma patogenia transmissivel ao
homem (FERRAZ, A., et al, 2019). E com a crescente domesticagao animal, que torna
cada vez mais proxima a relagdo com o humano, o risco de disseminacdo na
populagao € ainda maior (LUTINSKI, J. A., et al, 2021).

S&o varias as espécies de endoparasitas que causam irregularidades em caes, mas
ha uma incidéncia maior de algumas espécies, como: o Ancylostoma sp, o Toxocara
canis sp, o Giardia sp (FERRAZ, A., et al, 2019). O Ancylostoma pertence a subfamilia
Ancylostomatinae, familia Ancylostomatidae, Superfamilia Ancylostomatoidea, sao
parasitos hemato6fagos, que se alocam no intestino delgado e podem causar anemia
severa, levando o animal até mesmo ao oObito; o Toxocara sp pertence a subfamilia
Toxocatinae, familia Ascarididae, Superfamilia Ascaridoidea, Filo Nematoda que
geralmente possui ovos com casca espessada e ornamentada, € um parasito que se
aloca no intestino delgado dos caes, mas pode migrar para circulagdo habitando em
outros 6rgaos, pode causar uma pneumonia, uma enterite, e até uma obstrugéo
intestinal; o Giardia pertence a familia Hexamitidae, Classe Mastigophora, que séo
protozoarios que se alocam na mucosa intestinal de alguns mamiferos, e causam
colicas e diarreias (MARTINS, 2019).
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O diagnostico da doenga parasitaria é realizado através de exames microscépicos, o
exame coproparasitolégico — analise das fezes, e o exame de Sangue Total
(GREENE, 2015).

O exame de Sangue Total € um dos métodos considerados basicos de triagem na
clinica de Pequenos Animais; nele é realizada a mensuragao qualitativa e quantitativa
do nivel de glébulos vermelhos e glébulos brancos no sangue; é através do exame de
sangue que é possivel parametrizar o estado de saude basico do animal, ou seja, se
ha deficiéncia imunoldgica ou de oxigenacéo tecidual (SILVA, M.N., 2017). Nesse
exame, alguns compostos sao analisados e comparados com a referéncia literaria
para avaliar o quadro de saude animal, sdo eles os pertencentes ao Hemograma —
para verificagdo do nivel de oxigenacgao tecidual: as Hemacias, a Hemoglobina, os
Hematocritos, Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); os pertencentes
ao Leucograma — para verificagdo do estado imunolégico do animal: os Leucdcitos,
os Neutrdéfilos, os Linfocitos, os Eosindfilos, os Monécitos, os Basdfilos, e os
Mieldcitos; e por ultimo o desencadeamento da coagulagdo sanguinea do animal,
representada pelas Plaquetas (SILVA, M.N., 2017).

O tratamento convencional para as Verminoses em caes geralmente é feito com anti-
helminticos, como Palmoato de Pirantel (5mg por kg), Praziquantel (5mg por kg),
Febantel (10mg por kg), Febendazol (50mg por kg), via oral, por 3 dias consecutivos,
uma vez ao dia; ou com associagao de varios vermifugos para um protocolo de amplo
espectro, com administracdo de uma dose Unica, e repeticao da mesma dose apoés 15
dias, tendo uma dose média de 1 (um) comprimido a cada 10kg, a depender da
dosagem total das associagdes (CRIVELLENTI, L. Z., CRIVELLENTI, S. B., 2015). E
para a Giardiase em especifico, geralmente é seguido um protocolo entre as escolhas
de: Febendazol (50mg por kg), uma vez ao dia, por 3 dias consecutivos, com
repeticdo apos 21 dias; Metronidazol (25 a 30mg por kg), duas vezes ao dia, por 7 a
10 dias consecutivos; Albendazol (25mg por kg), duas vezes ao dia, por 2 dias
consecutivos; Furazolidona (4mg por kg), duas vezes ao dia, por 5 a 10 dias
consecutivos (CRIVELLENTI, L. Z., CRIVELLENTI, S. B., 2015). Alguns efeitos
adversos conhecidos dessas medicagdes sdo: vomito, diarreia, sialorreia, anorexia,

incoordenacéo, letargia, aborto e malformacdes fetais (ANDRADE, 2017).
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O gas ozbnio (Os) € uma substancia natural presente na atmosfera terrestre, sua
formacgao é protagonizada pela agao da luz ultravioleta (A = 250 nm) do sol sobre as
moléculas de oxigénio, a molécula de ozbnio é estruturada por trés atomos de
oxigénio, um destes apresenta ligagdo quimica mais fraca, o que constata ser uma
molécula instavel, neste sentido a decomposicdo do Os resulta normalmente na
geracao de uma molécula de oxigénio (Oz2),e uma particula quimicamente reativa a
uma outra substadncia mais proxima, esse efeito € denominado oxidagdo. O
mecanismo de dissociagao do ozbénio pode acarretar, por exemplo, a inativagao de
microrganismos, isso ocorre devido ao efeito de oxidagdo, em que as particulas
ionizadas de oxigénio atuam, principalmente, sobre a membrana que reveste o
microrganismo, gerando lesdes até o extravasamento das organelas internas da

célula, até a sua inativagdo por completo (BORRELLI, et al, 2018).

A utilizagcdo do ozbénio causa inativagdo de diversos microrganismos, como Vvirus,
bactérias, fungos, protozoarios e leveduras. A atividade do ozénio interfere na
integridade da bactéria através da oxidagao de lipoproteinas e fosfolipidios; inibe o
crescimento celular em fungos; danifica o capsideo viral e interfere no ciclo reprodutivo
do virus. E além disso, quando utilizado sob condig¢ao clinica, traz diversos beneficios,
como estimulagdo do metabolismo na producdo de oxigénio e estimulagdo na
produg&o da molécula Adenosina Trifosfato (ATP) (ELVIS & EKTA, 2011).

A Ozonioterapia vem crescido na ultima década, e teve seu inicio cientifico liderado
por cientistas como Renate Viebahn, Olga Sonia Ledn Fernandez e Ziad Fahmy
(Loeb, 2016). Um dos métodos aplicados na Ozonioterapia é a técnica com o éleo
ozonizado, como terapia para ulceras topicas e para fins fungicidas, bactericidas e
parasiticidas. Para o experimento da técnica foi utilizado o 6leo de Girassol para a
ozonizag&o (BOCCI, 2005).

E afrmado que o 6leo ozonizado possui propriedades antibacterianas que s&o
geradas através da associagao do ozénio com o 6leo vegetal. O ozbnio reage com
duplas ligagbes de carbono de gorduras insaturadas — os acidos graxos - acido oleico
ou linoleico, que formam compostos com denominagdes como ozonideos, aldeidos e
peréxidos, que sdo compostos considerados germicidas e microbicidas. (MOUREU,
et al, 2015).
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O ¢6leo de girassol é composto por moléculas, em sua maior porcentagem, que contém
ligagcdes duplas de carbono, sendo um &acido linoleico, e por esse motivo atinge seu
pico de insaturagao de forma mais rapida que um dleo vegetal de apenas uma ligagao
dupla de carbono, o que motiva a ser a escolha para esse tipo de terapia. A
ozonizagdo do Oleo é feita através de um gerador de ozbnio, que para seu
desenvolvimento devem ser levados em consideracdo: as condicdes de ozonizagao,
o tempo, a concentragao do ozénio, o fluxo desse gas, a temperatura e a quantidade
de d6leo. E para a geragdo é priorizado o uso do oxigénio medicinal, que é
elevadamente eficiente (UGAZIO, et al, 2020).

Alguns autores relatam métodos para a técnica de ozonizagao. DIAZ (2005) expbe a
técnica de borbulhar o gas o0zbnio no o6leo de girassol em banho-maria, por
aproximadamente 2 horas, numa taxa de fluxo de oxigénio de 42L por hora, sugerindo
que essa técnica resulta na concentragéo de 79,5mg/L. Ja BOCCI (2005) sugere o
borbulhamento do éleo por um periodo minimo de 60 minutos, resultando na absorcao

de 160mg de ozbnio por cada grama de 6leo.

A acgao da terapia com o 6leo ozonizado é baseada na interrupgédo da integridade
celular dos microrganismos e na estimulagdo do metabolismo de oxigénio tecidual
(ELVIS & EKTA, 2011).

A expectativa € que as propriedades microbicidas do 6leo ozonizado apresentem

também uma atividade antiparasitaria para endoverminoses de caes.

OBJETIVO E JUSTIFICATIVA
Objetivo Geral

Avaliar o efeito da toxicidade do 6leo de girassol ozonizado na administragcéo por via
oral em caes, e a verificacdo clinica preliminar do uso do 6leo ozonizado na

intervengao da saude geral do animal.

Objetivos Especificos

- Comparacao e analise do exame de Hemograma e Leucograma em fungao da

administracao do 6leo ozonizado;
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- Analise do exame coproparasitolégico dos animais para verificagdo da presenga de

ovos nas fezes;

- Comparacéo do efeito do 6leo ozonizado em relagao ao vermifugo convencional para

verificagdo de efeitos colaterais.

MATERIAS E METODOS
Dados e Selecao de Amostra

A amostra inicial foi composta por 30 cées provenientes do abrigo do Departamento
de Protecao Animal — DPAN — adjunto ao Centro de Controle de Zoonoses da cidade
de Guarulhos, Figura 1; porém, ao longo do processo esse numero foi diminuido,
devido a adogdo de alguns cées. Os animais mantinham as mesmas condi¢cdes de
vida, alimentagao e cuidados. Para a selegdo da amostra, os caes foram recrutados
de forma aleatdria, independente de sexo ou idade, e como critério de participacao,
foram escolhidos os animais com comportamento ndo agressivo, e que esses
pudessem ser mantidos no abrigo por um periodo minimo de 15 dias apos o inicio do
projeto. Ndo havia prontuario ou ficha com o histérico de cada animal abrigado;

portanto, foram coletados os dados possiveis, e relevantes para o trabalho.

Figura 1. Imagem proveniente do abrigo de caes administrado pelo departamento de protegcdo animal
da cidade de Guarulhos.

(https://www.guarulhoshoje.com.br/2018/12/19/departamento-de-protecao-animal-inaugura-nova-

sede-e-lanca-portal-de-agendamento-de-castracoes/).

Os caes viviam no abrigo alocados em baias duplas ou individuais, de

aproximadamente 10m? as baias duplas, e 5m? as individuais, conforme Figura 2.
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O ambiente era limpo e desinfetado todos os dias com agua e Cloro pelos tratadores
do local.

Os céaes eram alimentados pela manha, e por volta das 10h00 metade deles eram
levados para um gramado aberto, onde podiam brincar e interagir com outros animais,
e tomar um banho de sol. As 14h00 havia a troca de turno dos tratadores, e nesse
momento era realizada a troca de agua, e por volta das 16h00 a outra metade dos

caes eram levados para o espago aberto. A segunda alimentagao era fornecida as

18h00 para todos os animais.

Figura 2. Imagens das Baias duplas e individuais dos cées abrigados, pertencente ao departamento de
abrigo animal da cidade de Guarulhos.

Apds o recrutamento os animais foram separados e direcionados em grupos para o

inicio do estudo.

Nao houve nenhum tipo de despesa para a instituicdo concedente a pesquisa; e toda
atividade foi realizada em comum acordo, em adaptacéo a rotina da instituicao, de

forma a nao afetar o funcionamento da unidade.

A coleta de informacdes dos animais para a pesquisa iniciou-se apds aprovagao do
Comité de Etica de Pesquisa do Departamento de Protecdo Animal do Centro de
Controle de Zoonoses, e do Comité de Etica de Pesquisa Animal da Universidade

Barra Mansa sob o Protocolo n° 004/2022, aprovado em 30/03/2023, conforme anexo.
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Critérios de Exclusao

Os animais que nao estiveram em acordo com o grupo desejado exposto na Selegao
de Amostra foram excluidos - Caes que nao puderam permanecer no abrigo por mais

de 15 dias e cdes muito agressivos.

Secc¢ao em Grupos de Amostras

Os animais (N = 20) recrutados foram distribuidos aleatoriamente nos grupos

estabelecidos a seguir:

Grupo Teste 1 — 5 animais receberam o tratamento medicamentoso

endoparasitario convencional - Albendazol, por via oral,;

Grupo Grupo Controle — 5 animais receberam o tratamento com odleo de

girassol in natura, por via oral,

Grupo Grupo Teste 2 — 10 animais receberam o tratamento com o dleo de

girassol ozonizado, por via oral;

Protocolo de Tratamento
Avaliacao Prévia do paciente

1. Foi realizada uma breve Anamnese e Histdérico da vida do animal, coletando
informacgdes relevantes que interferissem no tratamento, como histérico de
vermifugagao, vacinagdo e doencgas pré-existentes. Todos os animais foram
vacinados contra Raiva e eram regularmente vermifugados a cada 90 dias até
a adocao. Nao havia histérico anterior de doencgas pré-existentes.

2. Avaliagao do Estado Fisico do Animal — Os animais foram submetidos a uma
avaliacao fisica geral, onde foram observados o Score Corporal e 0 peso.

3. Coleta de Exames Complementares — Foram realizadas as seguintes coletas
de amostras bioldgicas:

-Coleta de Amostra de Sangue total — Hemograma Completo — para analise
hematocrita e leucocitaria, a fim de averiguar possiveis quadros de anemia e

avaliar o sistema imunoloégico;
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-Coleta de Fezes — Coproparasitoldgico — para monitoramento da eficacia do
protocolo terapéutico utilizado.

Coleta e Analise dos Exames Complementares

. Hemograma Completo — Foram realizadas duas coletas (pré e
pos 15 dias do tratamento) de amostra sanguinea de cada animal, por via
intravenosa de localizagao jugular ou cefalica, com o auxilio de um garrote, uma
seringa, uma agulha estéril, e um tubo coletor com EDTA. As amostras
sanguineas foram condicionadas em caixas com isolamento térmico e gelo
reciclavel e enviadas ao laboratério de Analises clinicas veterinarias, para
serem analisadas conforme a rotina laboratorial.

Coproparasitolégico — Foram realizadas duas coletas de
amostras fecais de cada animal (pré e pdés 15 dias do tratamento), com auxilio
de uma espatula de madeira e um coletor universal. As amostras foram
condicionadas em caixas com isolamento térmico e gelo reciclavel e enviadas
ao laboratério de Analises clinicas veterinarias, para serem analisadas

conforme a rotina laboratorial.

Métrica do Tratamento

Todos os grupos receberam tratamento com métodos ou principios diferentes. A
intencao foi administrar por via oral o 6leo vegetal ozonizado, e compara-lo ao método
convencional (vermifugo convencional), e a administragcdo do mesmo 6éleo vegetal in

natura.

Para obter o produto terapéutico abordado nessa pesquisa, foi realizado no
Laboratério do Centro de Inovacéo e Tecnologia (CITE), conveniado a Universidade
Anhembi Morumbi, localizado em Sao José dos Campos, a ozonizagao de 1.800 mL
de oleo de Girassol in natura, com a adigao de 10% do volume de agua destilada —
180ml. O protocolo de ozonizagéao foi feito através do gerador de Ozbnio, fornecedor
Ozone & Life modelo1.5M (3g/h), através de uma coluna de vidro do tipo refrataria

graduada, de 2 litros de capacidade, o processo foi realizado usando a técnica do
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reator coluna de borbulhamento (KULKARNI, et al, 2011), com uma pega porosa
sinterizada de acgo inoxidavel, conectada a uma mangueira de silicone, sendo que a
outra extremidade ficou acoplada a saida do gerador de 0z6nio; na conexao de
entrada desse mesmo equipamento, foi conectado via duto flexivel de silicone, uma
valvula reguladora de fluxo, sendo essa posteriormente conectada a um cilindro de
oxigénio com capacidade de 1,5m?3, conforme Figura 3 . A regulagem da vaz&o do
oxigénio através da valvula foi ajustada para o valor de 1/4L por minuto, o gerador de
ozbnio foi ajustado a produzir na saida um valor de concentracédo de 48mg/L,
resultando consequentemente em uma taxa de alimentac&o de oz6nio de 12mg/min.
O protocolo de ozonizagao foi realizado durante um periodo de 4 horas, e resultou na
dosagem de 1,6g (Os)/L (APPLIED OZONE DOSAGE - A.O.D.) (Leeuwen, 2015).
Ap0ds o protocolo de ozonizagao, o 6leo foi armazenado e distribuido em recipientes
plasticos, limpidos e incolores, de capacidade de 50mL cada, e mantidos em
refrigeragdo de 4°C a 8°C, até serem transportados para um Freezer, onde seriam

mantidos em uma temperatura de -20°C até o momento de seu uso.
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Figura 3. Esquema representativo do sistema reator coluna de borbulhamento para a ozonizagao do
oleo de girassol. Na montagem ha a presenga do gerador de 0z6nio acoplado ao cilindro de oxigénio e
a um duto flexivel de elastdmero (silicone) dentro da coluna refrataria de vidro.

Administracao Medicamentosa

Ap0s a coleta do material biologico dos animais, antes dos primeiros resultados,
foram iniciados os protocolos terapéuticos estabelecidos para os grupos
formados.
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Grupo Teste 1 — os caes (n=5) foram submetidos a administragdo do
medicamento endoparasitario Albendazol, na dose de 25mg/kg, Suspenséao —
40mg/mL, por via oral, através do auxilio de uma seringa, em uma unica dose,

conforme recomendacao da bula do fabricante;

Grupo Controle — os caes (n=5) foram submetidos a administragao de
oleo de Girassol in natura, na dose de 0,5mL/kg, por via oral, através do auxilio
de uma seringa, em uma unica dose (seguindo a dosagem recomendada para

o farmaco Albendazol, conforme bula do fabricante);

Grupo Teste 2 — os caes (n=10) foram submetidos a administragao do
6leo de Girassol ozonizado, na dose de 0,5mL/kg, por via oral, através do
auxilio de uma seringa, em uma unica dose. O 6leo foi transportado até o abrigo
em sua forma congelada, e deixado em temperatura ambiente até seu

descongelamento total antes da administragéo.

Mensuragoes Fisico-Quimicas do Produto

Apés o processo de ozonizagdo do Oleo de Girassol, foram mensurados alguns
parametros de propriedades fisico-quimicas, para fins de comparagcado entre as
amostras — 6leo de Girassol ozonizado e in natura. Os parametros analisados foram:
indice de peréxido, indice de lodo, Viscosidade e Acidez do produto.
Para a analise foi enviada a um laboratério quimico o volume de 450mL do produto,
transportado em sua forma congelada, armazenado em isopor, até o local onde

ocorreu as analises.

Monitoramento

Os animais foram monitorados através dos exames complementares de Hemograma

Completo e Coproparasitologico, para avaliar a condicdo geral e parasitolégica do



24

animal antes e depois da submissdo ao tratamento. Assim como a avaliagdo da

efetividade e comparagao dos protocolos aplicados.

Nos casos de intercorréncias durante o procedimento de contengdo, coleta de
exames, e reacdes adversas ao protocolo aplicado, fosse ele o0 método convencional
de vermifugagdo ou o método em estudo, os animais seriam prontamente atendidos
e assessorados em todas as suas necessidades, sem qualquer 6nus a Instituicao e
Associagao concedente ao estudo; porém, nenhum dos animais necessitou de

qualquer socorro, ou atendimento para situag¢des eventuais.

Analise Estatistica

Para analisar os resultados dos grupos relatados anteriormente, foi utilizado o
Software BioEstat 5.3. Nesse sentido, os resultados foram analisados obedecendo ou
nao a curva de normalidade estatistica, posteriormente seguindo um protocolo de
céalculo do grau de significancia (considerando p<5%). Os dados foram analisados
através do teste ANOVA.

RESULTADOS

Analise de Dados Fisico-Quimico do Produto terapéutico

Foram realizadas as mensuragdes Fisico-Quimicas do indice de peréxido, indice de
lodo, Viscosidade e Acidez do Oleo de Girassol ozonizado, e comparados as
propriedades do Oleo de Girassol in natura, estabelecidas pela IN n°87, de 15 de

margo de 2021. Obtendo-se como resultados os seguintes dados na Tabela 1:

Tabela 1. Comparativo das propriedades fisico-quimicas dos 6leos

OLEO DE GIRASSOL OZONIZADO OLEO DE GIRASSOL
DETERMINAGCAO RESULTADOS REFERENCIAS
INDICE DE PEROXIDO (mEq0O./Kg) 47,94 mEq0,/Kg 10 mEq0,/Kg
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{NDICE DE 10DO gl,/100g 0,21gl,/100g 118 a 145 gl,/100g
Viscosidade Brookfield a 25°C 58,53 mPa.s 44,62 mPa.s
pH a 25°C - solucdo a 10% em agua 6,4 40a7,0

De acordo com a tabela acima, houve um aumento de 30% da viscosidade do 6leo
apos o processo de ozonizagao, enquanto a alteragao adicional do indice de perdxido

resultou num valor de 380%.

Analise dos Animais

A amostragem foi composta por 20 animais (n=20), sendo 7 fémeas — correspondendo
a 35% da populacéo total, e 13 machos — correspondendo a 65% da populacéo. A
idade média da populagdo era de 7 + 4 anos, e seu peso meédio 14 + 3,7kg. O Score
Corporal apresentou uma média de 3 + 1, conforme Tabela 2 abaixo. Todos os caes

foram categorizados como Sem Racga Definida — SRD.

Tabela 2 — Analise dos Animais

Amostra (N) 20
Fémeas 7
Machos 13

Idade média 7 + 4 anos

Peso médio 14 + 3.7kg

Score corporal

médio 3+1

Os grupos foram analisados de duas formas: através do Hemograma - de forma
comparativa entre os resultados obtidos entre os membros dos grupos nos dias 1 e
15, e comparar os resultados entre todos os grupos testados; e analisar os resultados

encontrados no exame Coproparasitolégico dos grupos.
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Analise entre os membros dos grupos
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Inicialmente, haviam numeros de amostra igualitarios entre os trés grupos, porém, em

virtude das adogdes efetivadas no periodo, o niumero de animais por grupo sofreu

alteracao.

Iniciou-se entdo a analise do Hemograma primeiramente, comparando os resultados

obtidos no dia 1 e no dia 15, conforme Tabelas 3 e 4 abaixo.

Tabela 3. Resultados dos exames de sangue referentes ao Hemograma dos grupos

testados no dia 1

HEMOGRAMA - DIA 1

Caracteristicas Grupo Grupo oleo in | Grupo Oleo | Referéncia
albendazol natura ozonizado
Hemacias (108/mm3) | 7,1 +0,9 74+0,9 76+12 5,7a74
Hemoglobina (g/dl) 17,0+27 16,7 + 3,1 16,5+2,8 14,0a 18,0
Hematocrito (%) 51,2+9,0 50,0 + 9,0 49,4 +7,8 38,0a47,0
V.C.M. (u®) 71,7+5,0 67,3+4,3 65,1 +5,2 63,0a77,0
H.C.M. (pg) 23,8+1,3 225+1,3 21,7+21 21,0a26,0
C.H.CM. (g/dL) 33,3+0,9 334+1,3 33,3+14 31,0a35,0
Proteina plasmatica | 7,7 +1,5 8,8+0,5 8+1 5,0a8,0
total (g/dL)
Plaquetas (mm3) 176.000 188.000 + | 240.000 +| 200.000 a
103.200 37.200 109.700 500.000
Leucécitos Totais | 8.422 +5.820 | 11.960 + 3.408 | 7.933 + 3.428 6.000 a
(/uL) 17.000
Neutrofilos 5.595+4.018 | 7.677 + 1.247 | 5.389 + 2.657 3.000 a
Segmentados (/uL) 11.000
Neutrofilos 0 0 0 0 a 500
Bastonetes (/ulL)
Linfécitos (/ulL) 2437 +1.710 | 3.527 + 1.987 | 2.002 + 824 1.000 a

4.800
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Mondcitos (/uL) 176 + 89 308 + 114 184 + 177 150 a 1.350
Eosindfilos (/uL) 269 + 289 449 + 480 359 + 201 100 a 1.250
Basdfilos (/uL) 0 0 0 Raros
Mieldcitos (/uL) 0 0 0 0
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Tabela 4. Resultados dos exames de sangue referentes ao Hemograma dos grupos

testados no dia 15

HEMOGRAMA - DIA 15

Caracteristicas Grupo Grupo 6leo in | Grupo 6leo Referéncia
Albendazol natura ozonizado
Hemacias (10/mm3) | 7,6 + 1,1 73+12 6,6+10"* 57a74
Hemoglobina (g/dL) 17,1+2,0 17,1+ 3,2 15,3+ 3,3 14,0a 18,0
Hematdcrito (%) 49,2 + 8,3 50,0 + 9,1 46,0 + 8,1 38,0a47,0
V.C.M. (ud) 65,3 +9,4 67,7 + 3,8 69,2+34"* 63,0a77,0
H.C.M. (pg) 226+1,5 23,1 +1,1 229+26* 21,0a26,0
C.H.CM. (g/dL) 35,2 +4,1 34,1+0,3 33,0+2,6 31,0a35,0
Proteina plasmatica | 7,8 +1,3 8,7+0,6 8+1 5,0a8,0
total (g/dL)
Plaquetas (mm?) 189.828 +(180.400  +[236.556  + 200.000 a
154.900 13.500 66.500 500.000

Leucécitos Totais | 8.642 + 6.584 | 11.620 +110.011 +| 6.000 a 17.000
(/pL) 2.802 4.247 *
Neutrdfilos 5.676 + 5.001 | 7.085 +1.618 | 7.073 + 3.430 | 3.000 a 11.000
Segmentados (/uL) *
Neutrofilos 0 0 0 0 a 500
Bastonetes (/uL)
Linfocitos (/ulL) 2472 +1.854 | 3.993 + 1.041 | 2.427 + 1.037 | 1.000 a 4.800
Mondcitos (/uL) 141+ 65~ 170 +99 * 219+ 195 150 a 1.350
Eosinofilos (/ul) 443 + 375 372 + 265 292 + 269 100 a 1.250
Basdfilos (/uL) 0 0 0 Raros
Mieldcitos (/uL) 0 0 0 0

* p < 0,05 (diferencga significativa apés administragéo de protocolo)
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Foi observado que, os cdes do Grupo Teste 1 que receberam Albendazol,
apresentavam os parametros analisados dentro da referéncia esperada para a
espécie canina. Observou-se uma discreta desidratagcao e anemia nos dias 1 e 15, na
analise do Hemagrama; na observagao ao Leucograma, de acordo com o resultado
encontrado nos Mondcitos, foi possivel observar que apds a administragdo do
vermifugo, houve uma queda no nivel das células de imunidade, responsaveis por

combater infecgdes virais e bacterianas.

Nos cdes do Grupo Controle que receberam Oleo in natura, observou-se que, os
parametros analisados também se mantiveram dentro dos valores de referéncia
esperados para a espécie canina, seguindo a mesma logica do Grupo Controle —
Albendazol. Na avaliagdo do Hemagrama o grupo Oleo in natura manteve o mesmo
padrao de alteragbes encontradas no grupo Albendazol, com excegado da Proteina
Plasmatica Total, que apresentou parametros fora da referéncia, demonstrando que
0s caes desse grupo poderiam possuir algum tipo de doenca infecciosa ou algum

disturbio hepatico.

Nos caes do Grupo Teste 2 - Oleo Ozonizado, observou-se uma melhora no padrédo
de Hemacias e Hematocrito em relagdo a desidratagdo. Os parametros a seguir
estavam todos dentro da normalidade no inicio do projeto, porém, a partir da
administracdo do produto em estudo, houve uma significativa melhora nas
populagdes: os Leucécitos Totais tiveram um aumento de 27% apds a administracéo,
e os Neutrofilos Segmentados apresentaram uma elevagao de 31%; esse resultado
representa um aumento importante dos glébulos brancos no sangue, ou seja, um

fortalecimento do sistema imune do animal.

Analise Entre os Grupos

Na segunda etapa foi realizada a analise entre os resultados obtidos de cada grupo,
e comparado entre eles, conforme Tabela 5 abaixo. A mensuragao foi sobre o
resultado de p>0,5; que indica se o dado final representa uma diferenga significativa

entre os métodos aplicados.



Tabela 5. Comparacao da diferenga significativa entre os grupos estudados

COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS

HEMACIAS DIA 01 HEMACIAS DIA 15
(p) = | 07003 | |(p)= | 0.2529] |
HEMOGLOBINA DIA 01 HEMOGLOBINA DIA 15
()= | 09577] | [(o)= | 05222| |
HEMATOCRITO DIA 01 HEMATOCRITO DIA 15
(p) = | 0933 | = | 0.6656| |
VCM DIA 01 VCM DIA 15
(p) = | 00862 | |(p)= | 05096| |
HCM DIA 01 HCM DIA 15
(p) = | 01244 | |(p)= | 0.9443| |
CHCM DIA 01 CHCM DIA 15
(p) = | 09853 | |(p)= | 0599 |
PROTEINA PLASMATICA DIA 01 PROTEINA PLASMATICA DIA 15
(p) = | 01376 | |(p)= | 0334 |
PLAQUETAS DIA 01 PLAQUETAS DIA 15
(p) = | 0.5241] | |(p)= | 0.5546| |
LEUCOCITOS DIA 01 LEUCOCITOS DIA 15
(p) = | 01138] | |(p)= | 0.8064| |
NEUTROFILOS SEGMENTADOS DIA 01 | NEUTROFILOS SEGMENTADOS DIA 15
(p) = | 02652] | |(p)= | 0.9978| |
LINFOCITOS DIA 01 LINFOCITOS DIA 15
(p) = | 06113 | |(p)= | 05999| |
EOSINOFILOS DIA 01 EOSINOFILOS DIA 15
(p) = | 05065 | |(p)= | 0.7002| |
MONOCITOS DIA 01 MONOCITOS DIA 15
(p) = | 02673 | |(p)= | 0.6375] |
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A partir da analise realizada dos resultados obtidos entre os grupos, foi possivel

observar que nao houve diferenga significativa entre os mesmos, quando comparados
na expectativa de evidenciar vantagem entre os protocolos aplicados. Porém, a partir
desses resultados é possivel determinar de forma igualitaria, que nenhum dos grupos
sofreu prejuizo, degradacgédo celular ou desvantagem apos a aplicagao dos produtos
terapéuticos.
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Coproparasitolégico

No exame Coproparasitolégico foram avaliados o0s seguintes parametros:
Consisténcias das fezes, Coloragao, Odor e Resultado, Tabela 6, com o objetivo de
analisar a eficiéncia do protocolo convencional aplicado regularmente nos animais e
investigar se algum deles apresentava positividade para a presenga de vermes ou

protozoarios.



EXAME COPROPARASITOLOGICO
CAES - GRUPO ALBENDAZOL CONSISTENCIA COLORAGAO ODOR RESULTADO
DIA 1 15 1 15 1 15 1 15
CAo1 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | NORMAL NEGATIVO NEGATIVO
CAo2 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | NORMAL NEGATIVO NEGATIVO
CAO 3 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | NORMAL NEGATIVO NEGATIVO
CAO 4 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL FETIDO NORMAL CYSTOISOSPORA SP. | NEGATIVO
CAO 5 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | NORMAL NEGATIVO NEGATIVO
_ CONSISTENCIA COLORAGAO ODOR RESULTADO
DIA 1 15 1 15 1 15 1 15
CAO 6 ENDURECIDA | PASTOSA FORMADA | NORMAL CASTANHO CLARO | CARACTERISTICO | FETIDO NEGATIVO GIARDIA SP.
CAO 7 PASTOSA NORMAL CASTANHO CLARO | NORMAL FETIDO CARACTERISTICO | GIARDIA SP. GIARDIA SP.
CAo 8 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
CAO9 NORMAL ENDURECIDA NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
CAO 10 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | NORMAL NEGATIVO NEGATIVO
CAEZ_ZSE:JZ;%SLEO CONSISTENCIA COLORAGAO ODOR RESULTADO
DIA 1 15 1 15 1 15 1 15
cAo 11 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | NORMAL NEGATIVO NEGATIVO
CAo 12 NORMAL NORMAL CASTANHO CLARO | NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO ANCYLOSTOMA SP.
CA0 13 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
CAo 14 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
cAo 15 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
CAO 16 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
CAo 17 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
CAo 18 ENDURECIDA | NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
CAo 19 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO
CA0 20 NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL CARACTERISTICO | CARACTERISTICO | NEGATIVO NEGATIVO

Tabela 6. Analise dos resultados encontrados no Exame Coproparasitolégico
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Nos cées do grupo Teste 1 - Albendazol, o cdo 4 apresentou o Cystosoipora SP.
presente nas fezes, e 15 dias apds a administracdo do produto, o exame se

apresentou negativo para a presenga do agente.

Nos cées do grupo Controle - éleo in natura, um dos cdes — cao 7 apresentou o
protozoario Giardia presente nas fezes no dia 1, que se manteve presente apds 15
dias da administragado do 6leo. O céo 6 resultou negativo no primeiro exame de fezes,

e 15 dias apds, apresentou positividade para a Giardia.

Nos cées do grupo Teste 2 - Oleo ozonizado, o céo 12 apresentou Ancylostoma Sp.

presente nas fezes apds a administragao do dleo.

De forma isolada, o cdo 7, que apresentou positividade para a Giardia no inicio e no
final do protocolo do grupo 6leo in natura, foi recrutado para um teste com a
administragcao do 6leo ozonizado apds a segunda constatagdo do exame de fezes.
Apos o resultado da segunda coleta, foi administrado 0,5ml/kg do 6leo ozonizado, e
coletado uma terceira amostra apds 15 dias dessa administracao. Ao final da terceira
coleta de amostra de fezes apds a administracao do 6leo ozonizado, o resultado do

exame apresentou-se negativo para a Giardia.
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DISCUSSAO

O tratamento adquirido para controle de verminoses e parasitoses em caes
atualmente, é realizado através de farmacos quimicos com potenciais efeito toxicos

sobre 0s microrganismos residentes no organismo animal.

Ha na literatura, estudos que comprovam efeito vermicida de alguns compostos
naturais, como a semente de abdbora, mencionada por Maldonade (2019), e casca
de maméo e 6leo da Erva-Santa, abordadas por OZAKI (2006). Ambos autores
mencionam nao haver efeitos adversos pds administracdo do composto, o que se
assemelha ao produto terapéutico em estudo usado no projeto, que dentre os animais

testados, nenhum apresentou reacao adversa.

Um laxante natural conhecido por sua eficiéncia na Medicina Veterinaria e na Medicina
humana é o Oleo mineral. O Oleo Mineral néo é digerido e possui baixa absor¢éo no
intestino, € um emoliente, o que provoca um amolecimento no conteudo fecal
(SANTOS, 2010). Nesse estudo, foi utilizado um Oleo vegetal. Alguns Oleos vegetais
s&o relatados na literatura como 6leos com efeito laxativo, como por exemplo, o Oleo
de Ricino, que no contato com o intestino, estimula sua motilidade, aumenta o
peristaltismo intestinal, expulsando assim o contetdo fecal (PINHEIRO, 2018). O Oleo
de Girassol, assim como o de Ricino, é rico em &cido linoleico, o famoso Omega 6,
que possui propriedades benéficas para a saude do organismo, portanto, possuem

caracteristicas semelhantes.

O dleo ozonizado é bastante utilizado atualmente em pele, como cicatrizante de
feridas. Alguns autores como CABRAL (2022) e GONCALVES (2023), relatam o efeito
que os ozonideos provocam no contato tecidual, promovendo lise celular e agindo
como um inativador sobre bactérias, fungos, protozoarios e virus, o que corrobora com
o estudo abordado aqui, quando é referido o efeito vermicida formado apds a

ozonizagao do dleo.

A dissertacdo em questao visava estudar e pesquisar os efeitos que o 6leo ozonizado
causaria nos animais estudados, quando comparados aos demais protocolos aqui
referenciados. E considerado que o éleo ozonizado possui, de fato, um efeito
imunomodulador, evidenciado nos resultados obtidos dos parametros leucocitarios

apoés a administracdo do mesmo, o que ndo ocorreu na administracao do 6leo in
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natura, e jana administracdo do vermifugo tradicional — Albendazol — houve um efeito,

porém, sem beneficios para a amostra.

ELVIS & EKTA, 2011 refere que um dos beneficios encontrados na terapia com
ozbnio, € a estimulagdo do metabolismo na producdo de oxigénio. O resultado
encontrado no indicador de Hemacias e Hematocrito no grupo éleo ozonizado apoés a
administragcao do produto, valida essa informacao do autor, pois o padrao desses
parametros retrata melhora da oxigenagao do organismo animal, mensurada através

da hidratagao provocada.

O parametro leucocitario representa a principal populacéo de glébulos brancos no
sangue, sao as células do sistema imune. No grupo 6leo ozonizado é observado um
aumento significativo na populagao dessas células apds a administragao do protocolo
terapéutico, principalmente na populacdo dos Leucdcitos e Neutréfilos, o que
evidencia relevante fortalecimento na imunidade desse grupo, principalmente no

combate a infecgdes bacterianas e inflamagdes adjacentes.

Por ser um estudo pioneiro, a dosagem utilizada foi referenciada com base no produto
medicamentoso convencional utilizado no trabalho, o Albendazol. A preocupacéao
inicial foi observar se o produto terapéutico em estudo causaria algum efeito colateral

ou adverso ao animal, e verificar o possivel efeito terapéutico resultante.

Quando os grupos foram comparados entre si para evidenciar efeitos vantajosos em
relacdo ao outro, ndo foi obtido resultado significativo, porém, foi possivel determinar
que, em comparagao aos produtos terapéuticos ja existentes no mercado, utilizado
aqui na pesquisa, o 6leo ozonizado nao provocou efeito adverso ou colateral algum,

mantendo-se semelhante aos demais nesse critério.

Durante os resultados obtidos dos animais, foi encontrada uma cadela com
diagndstico de Giardia, confirmado pelo exame Coproparasitoldgico. Esse animal em
questado pertencia ao grupo do Oleo in natura, e ao final do projeto manteve o
protozoario presente no organismo. Em carater de excegao, foi realizado de forma
isolada nesse animal, a administracdo do 6leo ozonizado ao final de todo o projeto,
afim de investigar um possivel efeito degradador de protozoarios pelo produto
terapéutico. Apds 15 dias dessa administracao, foi coletado uma amostra de fezes e

enviado para o laboratorio de Analises Clinicas. O resultado foi negativo para Giardia.



36

Como se trata de um caso isolado, é delicado afirmar que o produto possui efeito
contra a Giardia, porém, € um resultado que chama bastante atencao para trabalhos
futuros, para desenvolvimento de protocolos e avaliagbes de dosagens para

tratamento de casos semelhantes.

O oleo ozonizado, quando comparado ao medicamento de efeito vermicida
convencional — Albendazol, possui algumas vantagens em relagdo a sua toxicidade
ambiental. Por ser composto integralmente por componentes naturais — como o 6leo
vegetal e a molécula de ozbénio, seu descarte ndo causa nenhuma degradac&o ao
solo, ao contrario do vermifugo tradicional, que se trata de uma substancia quimica,

considerada tdxica ao solo e a agua.

CONCLUSAO

Neste estudo clinico envolvendo o uso do oOleo de girassol ozonizado, via
administragao oral por dose uUnica em cada cao pertencente ao grupo, demonstrou
através das anadlises de hemograma, avaliagdo clinica geral e exame
coproparasitoldgico, a ndo constatagdo de qualquer anomalia dos animais mantendo

integra sua saude.

Todas as analises clinicas realizadas permitiram a constatagao, de que o grupo de
caes que recebeu a dose unica de 6leo ozonizado via administracido oral, nao
apresentou nenhuma diferenga significativa em termos estatisticos quando
comparado aos outros grupos ja relatados anteriormente, com exceg¢do de uma
sinalizacdo dos resultados de alteracdo dos leucdcitos, indicando eventualmente

melhora no quadro clinico imunolégico de cada animal.

Na analise coproparasitoldgica foi constatado que pouco menos de 10% da amostra
apresentou ovos nas fezes, justificada pela recorrente vermifugagéo dos animais do

abrigo.
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