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RESUMO
Neoplasias representam uma das principais causas de morte em humanos e animais, € uma
doenca complexa caracterizada pela modificacdo permanente do material genético das células.
A ozonioterapia é descrita como uma abordagem terapéutica para o tratamento coadjuvante
do céancer e dos efeitos colaterais associados a quimioterapia e radioterapia. O objetivo deste
trabalho foisemp avaliar os camundongos albinos Swiss (Mus muscullus) com carcinoma de
Ehrlich submetidos aos tratamentos com ozonioterapia intrarretal e cisplatina. O experimento,
consistiu na utilizacdo de 25 camundongos, albinos Swiss (Mus muscullus), fémeas com
aproximadamente 60 dias de idade, apresentando peso corpéreo entre 35g e 40g, inoculados
com o carcinoma de Ehrlich, divididos em quatro grupos, Grupo G1: Controle positivo:
2,5mg/kg de Cisplatina; Grupo G2: Mistura Oz6nio Oxigénio via Insuflacdo Retal; Grupo G3:
2,5mg/kg de Cisplatina + Mistura Ozénio Oxigénio via Insuflacdo Retal e Grupo G4:
Controle negativo 1ml de soro Fisiolégico 0,9%. Os animais de todos os grupos foram
submetidos a um periodo de adaptacdo de oito dias, em que nos grupos G2 e G3 foram
submetidos a ozonioterapia via insuflacdo retal durante seis dias. Apds este periodo realizou-
se a inoculacdo das células do carcinoma de Ehrlich em todos os animais. Ap6s 48h da
inoculagéo se iniciou os diferentes tratamentos durante seis dias, ao fim do experimento, foi
realizada a eutanasia dos animais e feita a coleta de sangue, através da puncdo cardiaca, € a
remoc¢do do tumor e 6rgdos (pulméo, bacgo, rins e figado). Os resultados relacionados com o
hemograma, perfil renal e hepatico ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre 0s grupos para as variaveis analisadas. No peso do tumor e de
cada um dos 6rgaos analisados (Pulmdo, Baco, Rim, Figado) apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Para estas variaveis se destaca que a média do
peso do tumor foi maior no grupo G4 (3,83 g), foi menor no grupo G3 (0,79 g). E essas
diferencas significativas foram notadas entre o controle negativo com os demais grupos. No
exame histopatoldgico ndo foram notadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05)
entre grupos Conclui-se que de acordo com os resultados a ozonioterapia associada a
cisplatina demonstrou ser o tratamento em que 0os em camundongos com carcinoma de
Erhlich apresentaram o menor peso do tumor. As ac¢les terapéuticas no grupo tratado apenas
com ozonioterapia proporcionaram aumento no consumo do alimento, como também, uma

atividade antitumoral semelhante ao grupo tratado apenas com cisplatina.

Palavras chave: Cancer, Oncologia, Ozénio, Insuflacdo retal.



ABSTRACT

Neoplasms represent one of the main causes of death in humans and animals, it is a complex
disease characterized by permanent modification of the cell's genetic material. Ozone therapy
is described as a therapeutic approach for the coadjutant treatment of cancer and side effects
associated with chemotherapy and radiotherapy. This paper aims to evaluate albino Swiss
mice (Mus muscullus) with Ehrlich carcinoma submitted to treatments with intrarectal ozone
therapy and cisplatin. The experiment consisted of using 25 Swiss albino mice (Mus
muscullus), females with approximately 60 days old, with body weight between 35g and 40g,
inoculated with Ehrlich carcinoma, divided into four groups, Group G1: Positive control:
2.5mg / kg of Cisplatin; Group G2: Ozone-Oxygen Mixture via Rectal Insufflation; Group
G3: 2.5mg / kg of Cisplatin + Ozone-Oxygen Mixture via Rectal Insufflation and Group G4:
Negative control 1ml of 0.9% saline solution. Animals in all groups underwent an adaptation
period of eight days, in which groups G2 and G3 were subjected to ozone therapy via rectal
insufflation for six days. After this period, Ehrlich carcinoma cells were inoculated in all
animals. After 48h of the inoculation, the different treatments were started for six days, at the
end of the experiment the animals were euthanized, blood was collected through cardiac
puncture, and the tumor and organs were removed (lung, spleen, kidneys and liver). The
results related to the blood count, renal and hepatic profile did not show statistically
significant differences (p <0.05) between the groups for the analyzed variables. The weight of
the tumor and each of the organs analyzed (Lung, Spleen, Kidney, Liver) showed statistically
significant differences between the groups. For these variables, it is highlighted that the tumor
average weight was higher in the G4 group (3.83 g), it was lower in the G3 group (0.79 g).
And these significant differences were noted between the negative control group with the
other groups. In the histopathological exam, there were no statistically significant differences
(p <0.05) between groups. It is concluded that, according to the results, ozone therapy
associated with cisplatin proved to be the treatment in which mice with Erhlich carcinoma had
the lighter tumor weight. The therapeutic actions in the group treated only with ozone therapy
provided an increase in food consumption, as well as an antitumor activity similar to the
group treated only with cisplatin.

Key words: Cancer, Oncology, Ozone, rectal Insuflation.
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1 INTRODUCAO

O céncer é o crescimento desordenado de células que invadem 6rgdos e tecidos, pode
espalhar-se para outras regides, o que se conhece como metastase. Atualmente, existem
mais de 100 tipos de cancer na literatura médica mundial. Sendo o cancer de mama o mais
comum em mulheres no Brasil e no mundo. No ano de 2018 foram estimados 59.700 novos
casos de cancer de mama no Brasil (Ministério da Saude, 2018).

Na literatura veterinaria, a neoplasia mamaria € frequentemente relatada nas espécies
canina e felina, representando o tumor mais comum em fémeas caninas e o terceiro mais
comum em gatas. A maior parte delas é maligna e associada a elevada mortalidade (Cassali
et al., 2020).

O carcinoma de Ehrlich é um tumor de rdpido crescimento e comportamento agressivo,
utilizado como modelo experimental em camundongos fémeas, correspondente ao
adenocarcinoma mamario. Este pode ser um modelo comparativo para diversas pesquisas
contra o cancer (Santos, 2016). Estudos comparativos sobre o aparecimento e evolucéo de
tumores em relagdo a depressdao do sistema imunoldgico revelaram que quanto mais
deprimidas as respostas imunes mais facilmente as células neoplésicas prevalecem (Baiochi,
1986).

No Brasil, o Sistema Unico de Satde (SUS) oferece, de forma integral e gratuita, 29
procedimentos de Praticas Integrativas e Complementares (PICS) a populacdo. Esta préatica
possui embasamento cientifico, mostrando os beneficios do tratamento integrado entre
medicina convencional e praticas integrativas e complementares, a 0zonioterapia esta citada
dentro desta politica (Ministério da Saude, 2020).

Quanto ao uso medicinal do 0zbnio, j& é reconhecido como terapia nos sistemas de
salde de varios paises, como ltalia, Espanha, Portugal, Russia e algumas cidades dos Estados
Unidos (CFMV, 2020). O Conselho Federal de Medicina Veterinaria, em 22 de outubro de
2020, editou a Resolucdo N° 1364 que define a ozonioterapia em animais compreendida a
indicag&o, prescricdo e a aplicagdo como atividade clinica privativa do Médico Veterinario.

O gas ozbnio pode ser encontrado naturalmente na estratosfera, sua estrutura
molecular é composta por trés atomos de oxigénio. O gas quando puro tem uma cor azul-
celeste palida, seu peso molecular é 48,00u e sua molecula diatdbmica de oxigénio apresenta

32,00u. A solubilidade do o0z6nio em &gua é 10 vezes maior que a do oxigénio,



consequentemente, essa caracteristica permite reacdo imediata com quaisquer compostos
soltveis ou biomoléculas presentes em fluidos bioldgicos (Cepero et al., 2015).

A primeira aplicacdo médica relatada do uso de ozénio foi para tratar gangrena pos-
traumatica em soldados alemées durante a Primeira Guerra Mundial, no entanto, um
importante passo a frente foi a invencdo de um gerador de 0zénio médico confiavel pelo
fisico Joachim Hansler (1908-1981). A utilizacdo técnica na medicina foi inspirada pela
escassez de antibioticos, frente as propriedades antimicrobianas e propriedades
desinfetantes do ozdnio. Nao surpreendentemente, o dentista suico E.A. Fisch (1899-1966)
foi o primeiro a usar o 0zénio na prética (Bocci, 2011a).

Desde entdo, assim como citado na Declaracdo de Madrid sobre Ozonioterapia de
2020, o uso do oz6nio medicinal tem sido indicado para doencas digestivas, leishimaniose,
hematologia, hepatopatia, nefropatias, oncologia, odontologia, endocrinologia, oftalmologia,
doencas cardiorespiratdrias, doencas do trato genitourinario, dermatologia, neurologia,
traumatologia (Hernandez Avilés, 2017; Guzel, Yildar, Erdikmen, 2011; Altinok Yipel,
Abuzer, Mustafa, 2016; Kosachenco, et al 2018; Marchegiani et al., 2019).

Estudos mostram que a ozonioterapia pode ser uma terapia coadjuvante em adi¢cdo aos
tratamentos convencionais de céncer. S&o relatadas aplicagOes intratumoral, intrarretal,
intraperitoneal, além da autohemoterapia maior e menor como possiveis vias de
administracdo da Mistura Oxigénio Oz6nio (MOO) em tratamentos oncoldgicos (Waked,
Nagib e Omar, 2013; Megele et al., 2018). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
os camundongos albinos swiss (Mus muscullus) com carcinoma de Ehrlich submetidos aos

tratamentos com ozonioterapia intrarretal e cisplatina.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar os camundongos albinos Swiss (Mus muscullus) com carcinoma de Ehrlich

submetidos aos tratamentos com ozonioterapia intrarretal e cisplatina.

2.2 Especificos
Identificar as alteracfes dos parametros hematoldgicos e dos perfis renal e hepatico

em camundongos albinos Swiss (Mus muscullus) com carcinoma de Ehrlich apos
tratamento com ozonioterapia intrarretal e cisplatina.;

o Caracterizar as alteracbes microscopicas em rins, baco figado, pulmdes e do
carcinoma de Ehrlich em camundongos albinos Swiss (Mus muscullus) apds o
tratamento com ozonioterapia intrarretal e cisplatina.;

» Verificar a variacdo de peso dos camundongos albinos Swiss (Mus muscullus) através
de pesagens periddicas durante o experimento;

« Verificar atividade antineoplésica ap6s o tratamento com ozonioterapia intrarretal e

cisplatina em camundongos albinos Swiss (Mus muscullus) com carcinoma de Ehrlich.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Neoplasias

A palavra neoplasia corresponde ao crescimento desordenado e incontrolavel numero
de células, que pode ser benigna ou maligna. Ao contrario da palavra “cancer”, que € termo
utilizado para se reportar a neoplasia maligna, caracterizada como o conjunto de mais de 100
doencas com crescimento rapido e desordenado de células que agrupam-se formando tumores
malignos. Por outro lado, os tumores benignos sdo aqueles que correspondem ao aumento de
células mais diferenciadas que em geral tem crescimento lento e ocorre de forma mais
organizada apresentando limites nitidos (INCA, 2020b).

Os diferentes tipos de cancer podem ser classificados de acordo com os varios tipos de
células que Ihe deram origem. Quando comecam em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas,
sdo denominados carcinomas. Se 0 ponto de partida sdo os tecidos conjuntivos, como 0sso,
musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas. E a capacidade de invadir tecidos e 6rgédos

vizinhos sdo conhecidos como metastase (INCA, 2020b).

A enfermidade estd entre as quatro principais causas de morte antes dos 70 anos de
vida dos seres humanos. Este percentual é devido ao envelhecimento e, também, pela
mudanca na distribuicdo e prevaléncia dos fatores de risco como o desenvolvimento
socioeconémico (INCA, 2020b).

Ocorreu uma transicdo entre as causas principais de cancer observados nos paises em
desenvolvimento, observa-se o declinio dos tipos de cancer associados a infeccGes e o
aumento daqueles associados a melhoria das condi¢fes socioecondémicas com a incorporacao
de mudancas de hébitos e atitudes associados a urbanizacdo, sedentarismo, alimentacao
inadequada, entre outros (Bray et al., 2018).

Na medicina veterinaria as neoplasias malignas apresentam maior taxa de morbidade e
¢ uma das principais causas de morte em animais domesticos, por exemplo, sendo
responsaveis por 27% das mortes em cées de raca pura no Reino Unido (Adams et al., 2010).
Sua prevaléncia tem aumentado nos ultimos anos, possivelmente relacionada a maior
expectativa de vida dos animais de companhia (Vail et al., 2019). Em cées, as de maior
ocorréncia sdo as neoplasias cutaneas, mamarias, reprodutivas, digestivas e linfo
hematopoiéticas (De Nardi et al., 2002; Andrade et al., 2012; Sprenger, 2015).



Através de pesquisas realizadas em animais e humanos observa-se que os tratamentos
utilizados para o cancer como radioterapia e quimioterapia apresentam altos indices de efeitos
colaterais indesejaveis. Mostrando-se também muitas vezes ineficientes (Suffredini, 2002).
Estudos com uso de tumores experimentais, como o carcinoma de Ehrlich possuem a
vantagem em comparacdo com as demais devido ao conhecimento prévio da quantidade e das

caracteristicas iniciais das celulas tumorais (Valadares, 2002; Palermo-Neto, 2003).

3.2 Carcinoma de Ehrlich

O carcinoma de Ehrlich é uma neoplasia indiferenciada e cresce rapidamente
caracterizada por maior consumo de glutamina, secretando uma variedade de citocinas
imunossupressoras. Evento que resulta na disfuncdo de células T, NK e no recrutamento de
macrofagos supressores (Segura, Barbero e Marquez, 2000). O carcinoma de Ehrlich se
assemelha a tumores humanos, mais sensiveis a quimioterapia, corresponde ao
adenocarcinoma mamario nas fémeas de camundongos, e desta modo pode ser usado como
modelo experimental para humanos (Ozaslan, 2011; Dias, 2017).

Modelos experimentais in vivo continuam proporcionando vantagens em pesquisas na
area da saude. Destacando-se os tratamentos para doencas coronarianas, cancer, diabetes,

doencas cronico-degenerativas, vacinas (Ferreira, Hochman e Barbosa, 2005).

3.3 Ozonioterapia
3.3.1 Historico do Ozénio

Em 1785, o fisico alemao Martinus von Marum detectou pela primeira vez a presenca
do gas na superficie da Terra, mas apenas em 1840, Schonbein Christian Frederich realizou a
identificacdo e nomeia 0 gas como ozénio, do grego ozein, que significa “que emana um
odor” (Bocci,2011b; Rodriguez, 2017).

O oz6nio é um gas encontrado naturalmente na estratosfera, formando uma camada
que bloqueia a passagem de radiacdo ultravioleta excessiva (Rowland, 2009). Devido a baixa
estabilidade do 0zb6nio € necessario produzi-lo In-situ, ou seja, no préprio local e momento da
utilizacdo. O equipamento utilizado para esses fins é chamado de ozonizador ou gerador de
ozonio (Rodriguez, 2017).

Habitualmente esse gas pode ser obtido através dos métodos: plasma frio, denominado
Descarga Elétrica por Barreira Dielétrica (DBD); por radiacdo ultravioleta (simulando o

método de obtencdo da camada de 0zbnio) especificamente o comprimento de onda (<200



nm, por ser a &rea onde a molécula de oxigénio absorve); e mediante eletrolise (Stopka, 1987;
Shimamune e Isawamoto, 1993; Simek e Clupek, 2002).

A DBD ¢ a forma mais utilizada e consiste na aplicacdo de uma alta voltagem, da
ordem de 5 a 15kV, entre dois eletrodos metalicos concéntricos separados por um dielétrico
(ceramica ou vidro) e uma janela da ordem de alguns milimetros. Nesta janela, entre o
dielétrico e o eletrodo, se forma os filamentos da descarga e ao passar oxigénio ou ar, como
gas insumo, se forma o Oz. Este método permite a producdo de O3 em até 13% em peso a
partir do oxigénio (Rodriguez, 2017).

O conceito que o 0z6nio deriva do oxigénio quando uma descarga elétrica foi gerada
por uma corrente voltaica arco foi praticamente aplicado pelo quimico Werner von Siemens,
que inventou o chamado tubo de superinducdo (tubo de Siemens), que consiste em dois
eletrodos interpostos placas colocadas em uma alta tensdo que, na presenca de oxigénio,
poderia gerar algum ozénio. Tornou-se possivel produzir 0zénio a vontade e esclarecer que o

ozonio é na verdade, um gas muito reativo e instavel (Bocci, 2011b).

3.3.2 Utilizagao do ozonio

Devido as ac¢des bactericidas, fungicidas e virostaticas as aplicacbes do 0z6nio tem
sido indicadas em diversas areas, sendo muito empregado principalmente em aplicacGes
industriais na desinfeccdo de agua (Cepero et al, 2015). Como a demanda por 4gua aumenta a
cada dia e é essencial para prevenir a propagacao de doencas infecciosas, a importancia do
0zonio nas aplicacdes préaticas tornou-se particularmente importante. A International Ozone
Association (IOA) monitora cuidadosamente todas as aplicacdes e publicacdes em revista
cientifica "Ozone Science and Engineering™ (Bocci, 2011b).

A utilizacdo terapéutica do 0z6nio € devido a grande capacidade de modular o estresse
oxidativo bioldgico, o gas vai proporcionar a oxidacdo quando perde elétrons para outra
substancia devido a formacédo de segundos mensageiros, resultando em um efeito antioxidante
pelo organismo, atuando sistemicamente na melhora da resposta imune e circulatoria, pois
desencadeia a melhora da flexibilidade de hemacias e a entrega de oxigénio. Além disso,
possui propriedades anti-inflamatorias e antissépticas (Viebahn-Hénsler, 2012; Schwartz,
Sanchez e Lawyer, 2020).

Sédo citados entre os beneficios da terapia com ozénio medicinal, no aumento de 2,3
DPG, diminuicdo da producgdo de interleucinas 1 e 2, fator de necrose tumoral (TNF) e
interferons. Proliferacdo de linfocitos, imunoglobulinas, aumento de prostaciclinas,

diminuicdo do grau de hipoxia tecidual, ativagcdo de mecanismos de desintoxicacdo, aumento



da capacidade antioxidante endogena. Melhora da microcirculagdo, acdo sobre o &cido
araquidoénico e sua relagdo com a cascata inflamatdria (Honn e Skoff, 1981; Bocci, 2005;
Bocci, 2006; Pecorelli e Bocci, 2013).

3.3.3 Ozonioterapia na oncologia.

Vaérios estudos propondo o uso da ozonioterapia como adjuvante ao tratamento do
cancer ja foram publicados, desde ensaios in vitro e in vivo, no entanto, ainda merece mais

pesquisas, incluindo ensaios clinicos randomizados especificos (Clavo, 2018).

Sdo citadas como potencialidades do 0z6nio como agente antimetastatico, e com
atividades de regulacdo do metabolismo do oxigénio e oxigenagdo, no uso da via aérobia para
a producdo de energia e reestabelecimento das funcdes metabolicas normais. Controla ainda a
acidose latica, o que promove a melhora da oxigenacdo do tumor de forma significativa e
aumentando constantemente a disponibilidade de oxigénio, proporcionando que a
microcirculacdo possa desacelerar o crescimento do tumor e inibir a metastizacdo. Em
segundo lugar, o estresse oxidante leve e transitorio produzido por essa terapia estimula o
aumento de enzimas antioxidantes celulares capazes de inibir o estresse oxidativo cronico
(Hernéndez et al., 1995; Bocci, 2002; Larini e Bocci, 2005).

No cancer, um estresse oxidativo persistente foi observado como um fator que
favorece a progressao da invasdao e formacdo de metéstase (Toyokuni et al., 1995). O sitio
ideal para as células cancerosas é aquele em ambiente hipdxico. E isso pode significar que
elas tm um sistema antioxidante rudimentar para se livrar das Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO). Entdo, o ozbnio poderia exercer efeitos citotoxicos importantes nas células
neoplasicas se elas tiverem um sistema defensivo deficiente, através da modulacdo do sistema
imunoldgico possibilitando uma resposta contra as células tumorais (Hernandez et al., 1995;
Bocci, 2002; Ajamieh et al., 2004; Ajamieh et al., 2005; Larini e Bocci, 2005).

A ozonioterapia € recomendada como pratica adjuvante na terapéutica oncoldgica,
como demonstrada no Quadro 1, onde sdo indicadas as vias autohemoterapia maior, auto-
hemoterapia menor, insuflacdo retal, intra-lesional e subcutanea (Herndndez, 2017; Glzel,
Yildar e Erdikmen 2011; Avilés, Rojo e Gonzalez, 2016). Até hoje, comprovadamente, a

utilizacdo da ozonioterapia tem sido adjuvante no tratamento de cancer (Clavo et al., 2015).



Quadro 1 - Procedimentos mais frequentes em medicina veterinaria que utilizam ozonio descritos na Declaracéo

de Madrid sobre ozonioterapia 2020.

Oncologia
Vias de Administragéo Observagoes
MAH MiAH IR Intralesional | Subcutaneo
C.Min-C. | C.Min-C. | C.Min-C. | C.Min-C. | C.Min-C.
Max. Max. Max. Max. Max.
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (ng/ml)
Vol. Sangue | Vol. Sangue | Vol. 0203 | Vol. 0203 | Vol. 0203
SessOes SessOes SessOes SessOes SessOes
10-35 10-35 10-35 15-50 20-35 *Ndmero de
1-1,5ml/kg | 1,5 ml/10kg fo”‘z'é‘ii mL?binto Peritumoral sessoes
8-indefinido 5-15 indefinido * | indefinido * | depende do
*[x* processo
** Ciclos a
cada 3
meses

Fonte: Adaptado de Avilés (2020).

Uma pesquisa realizada em pacientes com Linfedema relacionado ao céncer de
mama, mostrou que a terapia com ozonio pode ser clinicamente eficaz na redugéo do volume
do membro e da espessura subcutdnea nas pacientes. A técnica pode ser considerada uma
pratica adjuvante, além da terapia padrdo ouro que inclui drenagem linfatica manual,
vestimenta de compressdo e cuidados com a pele no tratamento de mulheres com linfedema
relacionado ao cancer de mama (Waked, Nagib e Omar 2013).

Estudos em modelos experimentais tem sido conduzidos para avaliacdo da eficacia da
ozonioterapia na pratica oncoldgica. A via intraperitoneal é considerada em estudos pré-
clinicos devido a dificuldade em administrar medicagdes intravenosas em animais. Coelhos e
camundongos estdo sendo utilizados nesse intuito (Schwartz, Sdnchez e Lawyer, 2020).

Kiziltan et al. (2015) concluiram que ozonoterapia pela via intraperitoneal ou
radioterapia sdo consideradas terapias eficazes quando administrado sozinho ou
simultaneamente a camundongos com carcinomatose peritoneal, sugerindo que a terapia com
0zonio pode servir como um metodo de obtencdo efeitos antiedema e antitumoral,

proporcionando um periodo mais longo de sobrevida.



O uso de injecdo de &gua ozonizada foi avaliado em estudo com animais
experimentais, os achados pré-clinicos sugerem que o crescimento do tumor é suprimido apos
0 tratamento, pois facilita o tratamento do antitumoral (cisplatina), aumentando a perfusao
sanguinea (Kuroda, 2018).

Menéndez, Cepero e Borrego (2008) publicaram dois estudos pré-clinicos diferentes
em camundongos. No primeiro estudo, as células de Ehrlich tumor ascitico e tumor de
sarcoma 37 foram implantados no plexo ocular de camundongos. Ap6s a implantacdo, os
animais foram tratado com oz6nio via insuflacdo retal em 12 sessdes usando diferentes
concentracdes de ozonio. Observou-se que as menores concentracbes de 0zbnio
proporcionaram melhores resultados, tendo sido observado o potencial antimetastatico com

0z0Onio assim como adjuvante ao tratamento de cancer.

3.3.4 Oz6nio Medicinal

Ozonioterapia é um tratamento médico complementar, que utiliza a mistura dos gases
oxigénio e ozonio (95-99,95% de oxigénio e 0,05% e 5% de o0zbnio), gerada por um
equipamento médico certificado. Dependendo da via de aplicacdo o 0z6nio pode atuar por:
oxidagdo direta ou uma via indireta: A resposta depende da modulacdo de mecanismos de
transducdo nuclear e sinais como Nrf2-NFkB e sintese de proteinas. O gerador de 0zbénio
medicinal deve permitir as medigdes de concentra¢des precisas de ozonio (1 pg/mL-80 pg
/ml), afim de se obter uma mistura homogénea de oxigénio-0z6nio. A concentracdo expressa
em pg/ml e deve ter uma margem de erro igual ou melhor que £ 10%. Nenhuma outra
substancia além 02 e O3 podem estar presentes na mistura de gases produzida (Schwartz,

Sanchez e Lawyer, 2020).

Utiliza-se um cilindro com oxigénio (O2) conectado ao aparelho pelo qual séo
emitidas descargas elétricas sobre o gas que se dissocia em duas moléculas de oxigénio
atdbmico (O) e se unem novamente a moléculas de oxigénio, originando o O3, sendo gerada a

chamada mistura oxigénio-ozonio (Cardoso, 2009; Rodriguez, 2017).

3.3.5 Contraindicacdes

A utilizacdo da ozonioterapia é contraindicada nos casos de deficiéncia da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase, hipotireoidismo ndo controlado, primeiros trés meses de
gestacdo. A autohemoterapia é contraindicada nos casos de leucemia (Viebahn-Hansler,
2012).
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3.3.6 Reaces Bioquimicas do ozénio

A grande solubilidade do ozénio na &gua permite reacdo imediata com quaisquer
compostos sollveis ou biomoléculas presentes em fluidos bioldgicos. Podem ser gerados
tracos de polimeros de oxigénio (Os) ou polimeros de 0z6nio (Os € Og). Contudo, a ideia de
que polimeros podem ter um papel terapéutico é puramente especulativa (Cacace et al., 2001;
Murai et al., 2003).

Ao penetrar no organismo, o 0zonio, primeiro se dissolve nos fluidos corporeos, mas,
ao contrario do oxigénio que se difunde livremente em outros compartimentos, ele reage
imediatamente com qualquer biomolécula, particularmente Acidos Graxos Poli-Insaturados
(PUFA), produtores de ERO e Produtos de Oxidacdo Lipidica (LOPs). Assim, podemos
determinar o destino do o0zénio medindo os LOPs na circulacdo intestinal-portal e periférica
(Bocci, 2011b).

E relatada a producdo de ozonio in vivo através da ativacdo de leuccitos humanos, os
autores trazem a importancia da analise das consequéncias benéficas e prejudiciais da
producdo desse produto, pois a molécula é altamente reativo contra ligacdes duplas, poderia
participar no combate de microorganismos invasores, rompendo suas membranas celulares,
além de induzir a producdo de citocinas, incluindo o fator de necrose tumoral e IL-8,
permitindo a amplificacdo da cascata inflamatdria (Babior et al., 2003).

Comporta-se de maneira semelhante aos mediadores classicos de inflamag&do, como a
cascata do complemento, pois possui ambos funcdes de efetor e amplificador. Embora a
inflamacéo seja um componente necessario da defesa, ndo estdo excluidas suas consequéncias
prejudiciais. A producdo de 0zonio poderia desempenhar um papel importante em uma ampla
variedade de patologias que variam da artrite a aterosclerose (Babior et al., 2003; Nieva e
Wentworth, 2004).

Estes estudos podem ser significativos para compreender o quéo util pode ser o0 0zonio
em situacOes fisioldgicas e patoldgicas. Notavelmente, mesmo os leucécitos ativados geram
0zO6nio in vivo, podendo ser protetor ou prejudicial, dependendo de sua concentracdo e

localizagéo (Cepero et al., 2015).

3.3.7 Concentragdes e Doses recomendadas para Ozonioterapia

O termo hormese € descrito como respostas de doses bifésicas de células ou
organismos (incluindo microrganismos) a um fator exdgeno ou intrinseco em que o fator

induz efeitos estimuladores ou henéficos em doses baixas e efeitos inibitérios ou adversos em
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doses altas (DeCS, 2015). As indicacOes da ozonioterapia séo baseadas na relacéo de efeito e
dose, em que baixas doses podem desencadear papéis importantes dentro da célula, sendo a
resposta ao 0z6nio hormética, isso esta demonstrada clinica e experimentalmente (Re et al.,
2014; Delgado-Roche et al., 2017).

A unidade reconhecida para a medida de mensuragdo da concentracdo do gas ozonio é
preferencialmente expressa como pg/ml (Cepero et al., 2015). Concentragdes de 10-40 pg/ml
da MOO representam niveis fisiologicamente eficazes e recomendados para aplicacdo
sistémica, como auto-hemoterapia e insuflacédo retal. Entretanto, a faixa de concentracdo de
60-100 pg/ml é completamente restrito ao uso topico, tem acdo microbicida podendo ser
utilizado nas aplicagdes em tratamento de feridas infectadas, pé diabético, Ulceras de decubito

e queimaduras (Viebahn-Héansler, 2012).

3.3.8 Vias de aplicagéo

Existem diferentes vias de aplicacdo da MOO, a escolha da via depende do processo
patologico e condi¢do geral clinica do paciente, em conjunto com a escolha da via de
aplicacdo se faz a selecdo da dose determinada pela concentracdo e volume deste para
inocular (Rodriguez, 2017). As vias séo classificadas em sistémica e local, Sdo consideradas
vias sistémicas: Autohemoterapia maior, Autohemoterapia menor, Insuflacdo retal,
intraperitonial; sdo consideradas vias de aplicacdo local: subcutanea Local em forma de bolsa
ou ventosa, intra-articular, intravaginal, uretal, Otica e conjuntival (Rodriguez, 2017,

Schwartz, Sanchez e Lawyer, 2020).

3.3.9 Vias de aplicagdo que nunca devem ser utilizadas:

A) Por inalagdo: O ozbnio oxida os antioxidantes disponiveis e reage
instantaneamente com acidos graxos poliinsaturados do surfactante (PUFA)
presentes no ar e fluido de revestimento epitelial para formar espécies reativas de
oxigénio que danificam o sistema respiratério, sintomas como dor de cabeca, tosse,
garganta seca, peso peito, falta de ar sdo relatados e medidas de cuidados urgentes

séo necessarios (Viebahn-Hansler, 2012; Delgado, 2018).

B) Diretamente injetado (injecdo intravenosa): Alteracdes relacionadas a efeitos
colaterais relacionados a embolia gasosa como tosse, tontura ambliopia, crise
hipotensiva, paresia dos membros e morte de cinco pacientes humanos é relatada
(Bocci, 1999a; Zambello, 2004). 25-28
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3.3.10 Vias que ndo tem total consenso para indicagao terapéutica:

Injecdo de agua ozonizada: Ainda ndo ha evidencias que mostrem a eficacia de
injecOes de agua ozonizada a 22 pg / NmL, tal técnica precisa ser demonstrada por ensaios
clinicos (Schwartz, Sanchez e Lawyer, 2020).

Injecdo de solugdo de glicose ozonizada: N&o ha evidéncias clinicas ou pré-clinicas
para o uso de solucdo de glicose ozonizada, além disso essa reacdo entre 0z6nio e glicose gera
aldeidos desconhecidos, que sdo potencialmente toxicos para o organismo (Schwartz, Sdnchez
e Lawyer, 2020).

Via intraperitonial: Efeitos colaterais diversos sdo descritos com o uso desta via, casos
de mesotelioma, carcinomatose peritoneal ou peritonite sdo relatados no uso de injecao

endoperitoneal ou endopleural (Bocci, 2011c).
3.3.11 Ozonioterapia insuflacéo retal

O uso de ozbnio insuflacdo retal (I.R.) é a via relatada com menores efeitos colaterais
e que tem suporte de ensaios pré-clinicos biogquimicos e moleculares, além do suporte de mais
de 47.000 tratamentos, com 56 a 716 pacientes em ensaios clinicos, sendo desta forma
considerada uma via segura (Renate, Sonia e Fahmy, 2016).

Esta é considerada a forma mais simples de aplicacdo da MOO. Se faz a introducao de
uma sonda retal lubrificada, a profundidade depende do tamanho do individuo, sendo em
pequenos animais introduzida em cerca de 5 cm. Em seguida é insuflada a quantidade pré-
estipulada do gas de acordo com o descrito no Quadro 2. Enquanto é insuflado deve ser
aplicada uma pressdo no orificio anal para evitar retorno do gas. Apo6s finalizacdo do
processo, se aplica a mesma pressao no esfincter anal por 20 segundos, de modo a evitar o
retorno do gas (Rodriguez, 2017).

Discute-se sobre a eficacia da via I.R. como uma via eficaz para terapia sistémica, pois
fatores como a presenca de fezes e absorcdo incompleta pela mucosa retal devem ser levados
em consideragdo (Bocci, 2013). Entretanto, ja ha estudo comparativo sobre a acdo da
insuflacdo retal de ozbnio e auto-hemoterapia ozonizada mostrou que as duas vias foram
capazes de reduzir alteracGes relacionadas a sindrome metabolica como pressao arterial e
glicemia, mas cita a necessidade de especificar que a perda de peso e a atividade fisica
representam as melhores préaticas de prevencéo e tratar a sindrome metabolica (Vaiano, 2016).

Os efeitos sistémicos no organismo também sdo citados por Martinez-Sanchez (2012),

Rodriguez (2017) e Joaquim (2019), através das veias retais, que por sua vez desembocam na
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veia cava inferior por intermédio da veia hipogéstrica, favorecendo a absorcao de substancias
e sua difusdo através dos tecidos, além de ser uma via que apresenta alta seguranca. Lage-
Marques (2008) cita que a I.R. promove a liberacdo de interleucinas, interferon e ATP, sendo
a via de escolha para tratamento de diversas doencas sistémicas.

Segundo a Declaracdo de Madrid Sobre Ozonoterapia as concentracfes, volumes e
doses da mistura oxigénio/ozonio que podem ser utilizadas na I.R., sdo descritas de acordo
com a Quadro 2. Para a utilizacdo em pacientes oncologicos sd@o recomendados ciclos de 10 a
20 Sessdes a cada 3 meses, sendo recomendado iniciar o tratamento com baixa concentragéo e

aumentar em 5 ug a cada 2 ou 3 sessdes (Schwartz, Sanchez e Lawyer, 2020).

Quadro 2 - Concentrages, volumes e doses referentes a utilizacdo de ozonioterapia via insuflagdo retal (IR) nas

concentracoes e doses baixas, médias e altas.

Conc. ug Vol. mL/Kg Dose pg/ml
BAIXA 10 30
15 45
MEDIA 20 3 60
25 75
ALTA 30 90
35 105

Fonte: Adaptado de Avilés, 2020.

Concentracbes maiores que 40 ug/ml podem provocar lesdes nos enterdcitos, a Unica
excecdo para uso de concentragdes acima deste valor é em casos de colites hemorrégicas
ulcerativas, em que se indica iniciar o tratamento com 60-70 ug/ ml. Com a diminui¢do do

sangramento se diminui a concentracdo (Schwartz, Sanchez e Lawyer, 2020).

3.4 Exames laboratoriais

3.4.1 Hemograma

Este exame é um importante aliado em estudos, pois demonstra atraves de dados
quantitativos e qualitativos, alteragcdes relativas ao sistema hematopoiético, uma vez que este
é extremamente sensivel a atividades de agentes toxicos (Medeiros et al., 2009).

Alteragdes como trombocitopenia, anemia e leucopenia sd0 comuns em pacientes

submetidos a quimioterapia (INCA, 2018; Silva, Marcolino e Alves, 2020). Estudo realizado
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em cadelas com neoplasia mamaria mostrou que 24,2% dos animais apresentaram alteraces
no eritrograma, sendo a anemia moderada e leucocitose as alteracbes mais encontradas em
animais em estadios avancados da doenca (Silva, 2014).

Os achados relacionados ao hemograma sdo considerados indispensaveis para 0
acompanhamento de doengas cronicas em geral incluindo o acompanhamento da
quimioterapia e radioterapia, relacionando-se com toda a patologia (Failace e Fernandes,
2015).

3.4.2 Perfis renal e hepatico.

Os 6rgaos rins e figado estdo diretamente relacionados com a metabolizacdo de grande
parte das drogas utilizadas, sendo de grande interesse a avaliagdo de seus parametros. Os rins
apresentam importante papel nas fungdes de excrecdo, regulacdo e enddcrina. AlteracGes
renais podem levar ao comprometimento multissisttmico. A uréia constitui o principal
metabolito nitrogenado derivado da degradacédo de proteinas pelo organismo, sendo que 90%
séo excretados pelos rins e o restante eliminado pelo trato gastrintestinal e pela pele. No
entanto, é um preditor fraco da filtragdo glomerular, pois 40%-70% retornam para o plasma
por um processo de difusdo passiva tubular, que é dependente do fluxo urinario (Johnson,
2008).

A principal utilidade clinica da uréia consiste na determinacdo da razdo
ureia:creatinina séricas. Essa relacdo pode ser til particularmente quando se avaliam
pacientes com quedas abruptas da taxa de filtracdo glomerular (TFG), podendo apresentar-se
alterada em estados patologicos diferentes, bem como na discriminacdo da azotemia pré e
pos-renal (Johnson, 2008).

A creatinina € um produto residual da creatina e da fosfocreatina oriunda do
metabolismo muscular. Apesar de representar a principal estratégia de identificacdo dessa
sindrome, a creatinina é considerada um teste tardio. Ela se altera apenas quando ja existe
perda de aproximadamente 50% da funcéo renal (Magro, 2007).

As provas de funcdo hepética devem ser consideradas devido a grande quantidade de
substancias que sdo biotransformadas no figado. Diversos processos patoldgicos sao
envolvidos com a elevagdo de enzimas hepéticas. A enzima aspartato aminotransferase (AST)
pode ser encontrada em altas concentragdes no citoplasma e mitocondrias das células
hepaticas, também pode ser encontrada no musculo esquelético, cardiaco, rins, pancreas e

eritrocitos, como nao ha um método laboratorial para saber qual a origem da AST encontrada
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no sangue, o diagnostico da causa do seu aumento deve levar em consideracdo a possibilidade
de lesdo em qualquer um dos 6rgdos onde é encontrada. A alanina aminotransferase (ALT)
pode ser encontrada em altas concentracGes apenas no citoplasma de hepatdcitos, portanto,

mais especifica para lesdo hepatica quando ocorre seu aumento (Jorge, 2006; Henry, 2008).

3.4.3 Histopatologico

Para identificagdo e diagnostico definitivo das neoplasias utiliza-se do exame
histopatoldgico (Cassali et al., 2020). Através da avaliagdo microscopica com o uso de
laminas coradas pela técnica histoquimica em hematoxilina e eosina (H&E) € possivel estudar
a morfologia celular e tecidual para predizer o comportamento de uma neoplasia, definindo a
origem tecidual e se o tumor é benigno ou maligno meio da presenca de células tumorais
encontradas em vasos linfaticos ou sanguineos (Sanches, Torres e Guerra, 2015).

O exame histopatoldgico permite a observacdo de detalhes celulares e avaliacdo da
arquitetura tecidual neoplésica, além da sua relacdo com os tecidos vizinhos, a existéncia de
invasdo tecidual e a presenca de possivel comportamento metastatico por meio da presenca de
células tumorais encontradas em vasos linfaticos ou sanguineos (Sanches, Torres e Guerra,
2015).

O grau de malignidade nessas avaliacdes é baseado em avaliacdo de caracteristicas
morfoldgicas, arranjo arquitetdnico tecidual, aumento da razéo nucleo:citoplasma, critérios de
diferenciacdo celular e anaplasia, invasividade, indicios de metastase, celularidade global,
indice mitotico, presencga/auséncia de capsula, quantidade de estroma e presenca de necrose e
de infiltrado inflamatdrio, que sdo examinados isoladamente ou em conjunto (Cheville, 2006;

Sanches, Torres e Guerra, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1  Local do experimento

Esta pesquisa foi desenvolvida no Biotério do Laboratério de Farmacologia e
Cancerologia Experimental do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, PE.

4.2 Animais

Foram utilizados 25 camundongos Albino suico (Mus musculus), fémeas com
aproximadamente 60 dias de idade, peso corpéreo de 35¢g a 43g, provenientes do biotério do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, recebendo a mesma
racdo comercial e aguaad libitum. Os camundongos foram submetidos a condicGes
controladas de iluminacdo (ciclo claro e escuro de 12 horas cada). E pesagem diéria dos
animais e da racéo.

Antes da realizacdo da pesquisa o projeto de pesquisa foi submetido a apreciacdo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPE) e o protocolo experimental foi

aprovado pelo processo n° 0018/2020.

4.3  Experimento

Os 25 animais que constituiram o experimento foram divididos aleatoriamente em trés
grupos de seis e um de sete animais.

* Grupo 1 - Controle positivo — 2,5mg/kg de Cisplatina por via oral.

* Grupo 2 - Mistura Ozonio Oxigénio via insuflagdo retal.

* Grupo 3 - 2,5mg/kg de Cisplatina por via oral + Mistura Ozénio Oxigénio via insuflagéo

retal.

* Grupo 4 - Controle negativo — 1ml de soro Fisioldgico 0,9% por via oral

Os animais de todos os grupos foram submetidos a um periodo de adaptacdo de oito dias,
em que nos grupos 2 e 3 foram submetidos a ozonioterapia via insuflacéo retal durante seis
dias. Apos este periodo se realizou a inoculagdo das células do carcinoma de Ehrlich em todos

0s animais e apds 48h dessa inoculacao se iniciou os diferentes tratamentos durante seis dias.
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4.4  Procedimentos para inoculagdo do carcinoma de Ehrlich

As celulas viaveis do carcinoma de Ehrlich foram retiradas do tumor de animais de
manutencdo dos estudos no Biotério do Laboratorio de Farmacologia e Cancerologia
Experimental do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Para
o transplante das células cancerigenas foi feita aspiracdo das células do contetdo tumoral e
transplantado na regido axilar de todos os animais, por via subcutanea, conforme a
metodologia de Stock (1955) modificada obtendo-se, assim, a implantacdo do tumor sélido de
Ehrlich (TSE).

45  Tratamento com ozonioterapia por insuflacdo retal.

Os animais foram submetidos ao tratamento diariamente, através do uso da utilizacéo
da MOO produzida com 0 uso de um gerador de 0z6nio medicinal modelo O&L1.5 RM
Ozone&Life® . A MOO por via da insuflagdo retal, a concentracdo preconizada sera segundo
a Declaracdo de Madrid Sobre Ozonioterapia de 20 pg/ml (Schwartz, Sanchez e Lawyer,
2020) utilizando o volume de 1ml de gas (Kiziltan, 2015) diariamente entre 8h e 10h, por 12
dias, os animais foram sensibilizados seis dias antes da implantagdo do TSE e 6 dias apds a
implantagcdo do TSE. Para a administragcdo da MOO por via retal, foram utilizadas canulas

intravenosas de calibre 24, com os estiletes removidos.

4.6 Métodos de eutanasia.

Ao fim dos experimentos, os animais foram eutanasiados com uso de Xilazina e

Ketamina, nas respectivas doses de 5 mg/kg e 75 mg/kg, Intra peritoneal.

4.7  Coleta de sangue e processamento do material biol6gico

A coleta de sangue nos camundongos foi realizada através da puncdo cardiaca,
imediatamente apds a eutandasia, com seringas descartaveis. O sangue (1,0 mL) foi transferido
imediatamente para dois microtubos Labor Import®, um contendo EDTA K2 jateado na
parede e o outro tubo sem anticoagulante para a obtencdo do soro. Em seguida as amostras
foram encaminhadas ao laboratério e analisadas de acordo com as metodologias: Uréia:
enzimético colorimetro, Creatinina: Jaffe modificado, alanina aminotransferase ALT/TGO:
Reitmann e Frankel, aspartato aminotransferase AST/TGP: Reitmann e Frankel, Fosfatase
Alcalina: Enziméatico Colorimetro, Gama Glutamina: Cinético Continuo, Bilirrubina:

Jendrassik Modificado.
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4.8  Avaliacdo peso do tumor e 6rgdos apos eutanasia

Apo0s a realizacdo da eutandsia o tumor e os orgaos (pulméo, baco, rins e figado)
foram pesados em balanca analitica Bell®, fotografados e posteriormente enviados para
andlise histopatoldgica no laboratério de anatomia patolégica do Departamento de Medicina
Veterinéria da UFRPE.

4.9  Analise histopatologica

O tumor e os 6rgaos: pulmdes, baco, rins e figado foram fixados em formaldeido 10%
em solugdo tampdo neutra e encaminhados para avaliacdo histopatologica pelas técnicas
rotineiras de desidratacdo, diafanizagdo, inclusdo em parafina, submetidos a cortes

transversais de 4, com microtomo e corados com hematoxilina— eosina (HE).

4.10 Anélise estatistica

A analise estatistica dos dados quantitativos obtidos para as variaveis relacionadas com
o hemograma, perfis renal e hepatico foram expressos por meio das medidas de estatistica
descritiva: média, desvio padrdo (média £ DP), mediana e percentis 25 e 75 (mediana (P25;
P75)). Para a comparacdo entre os grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. A escolha
do teste foi devido ao tamanho da amostra inferior a 8 casos por grupo. A margem de erro
utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5%. Os dados foram digitados na planilha
EXCEL e o programa utilizado para obtencdo dos célculos estatisticos foi o IMB SPSS na
versdo 25.
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A Tabela 1 apresenta os resultados relacionados com o hemograma, no qual ndo houve

diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos nas variaveis estudadas para o nivel

de significancia fixado (5%).

Tabela 1 — Resultados estatisticos das varidveis relacionadas com o hemograma de acordo com o grupo em

modelo experimental de camundongos com carcinoma de Ehrlich.

Grupos
Variavel Gl G2 (Ozoni(igrapia + G4 Valor de
(Controle positivo) (Ozonioterapia) Cisplatina) (Controle negativo) p
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75)
Hemaécias 4,25+0,39 4,43+0,19 453+0,33 4,50 + 0,36 p® =
4,27 (3,93; 4,60) 4,50 (4,40; 4,52) 4,55 (4,30; 4,76) 4,50 (4,18; 4,80) 0,734
Hemoglobina 12,60 + 1,12 13,01 + 0,66 13,55+ 1,03 13,68 + 1,44 p® =
12,65 (11,75; 13,48) 13,30 (13,00; 13,30) 13,65 (12,75; 14,25) 13,80 (12,35; 15,08) 0,419
Hematdcrito 37,83+ 3,37 39,17+ 1,88 40,67 + 3,08 40,17 + 3,54 p® =
38,00 (35,25; 40,50) 40,00 (39,00; 40,00) 41,00 (38,25; 42,75) 40,00 (37,25; 43,50) 0,536
VCM 80,27 £ 19,92 87,17 £2,26 89,58 +2,19 88,87 + 2,27 p® =
88,80 (72,25; 90,25) 87,50 (85,70; 88,80) 90,00 (88,03; 91,25) 88,80 (87,05; 90,60) 0,265
HCM 28,67 +2,34 29,00 + 0,58 30,00 +1,10 29,37 +0,53 p® =
29,50 (27,75; 30,00) 29,00 (29,00; 29,00) 30,00 (29,00; 30,50) 29,05 (29,00; 30,03) 0,241
CHCM 32,97 £0,08 32,96 £0,11 33,98 +2,46 32,95+0,12 p® =
33,00 (32,95; 33,00) 33,00 (32,80; 33,00) 33,00 (32,95; 34,58) 33,00 (32,80; 33,03) 0,736
Leucécitos 2916,67 + 238,05 2545,71 + 319,47 2798,33 + 441,92 2523,33 + 229,23 W —
2975,00 (2725,00; 807;
3112,50) 2400,00 (2250,00; 2800,00) 2815,00 (2345,00; 3125,00) 2540,00 (2295,00; 2750,00)
Segmentados 36,50 + 3,78 31,71+4,39 32,17 +4,17 30,50 + 3,21 p® =
37,50 (32,50; 39,50) 31,00 (28,00; 37,00) 32,50 (27,75; 36,25) 30,00 (27,75; 33,00) 0,076
Eosinéfilos 1,33+0,52 1,71+0,76 1,17+0/41 1,67 +1,03 pW =
1,00 (1,00; 2,00) 2,00 (1,00; 2,00) 1,00 (1,00; 1,25) 1,00 (1,00; 3,00) 0,509
Linfécitos 64,33 + 4,37 65,14 + 4,26 63,67 + 3,88 66,50 + 3,62 p® =
66,00 (59,50; 67,50) 66,00 (60,00; 68,00) 63,00 (60,00; 67,00) 66,00 (64,00; 70,25) 0,640
Mastocitos 1,17 +0,41 1,43+0,53 1,33+0,52 1,33+0,52 p® =
1,00 (1,00; 1,25) 1,00 (1,00; 2,00) 1,00 (1,00; 2,00) 1,00 (1,00; 2,00) 0,802
Plaguetas 521100,00 + 37353,18 528571,43 + 46582,75 495666,67 + 73093,55 475533,33 + 107302,69 —
516000,00 (494250,00; 520000,00 (475000,00; 486000,00 (420000,00; 492000,00 (380000,00; 0 476
550400,00) 582000,00) 581000,00) 580400,00) '

(1) Através do teste Kruskal Wallis.

As hemécias e hematocrito foram mais elevadas no grupo G3, o que pode demonstrar
que a associacdo das terapéuticas resultou em um efeito benéfico para a hematopoiese. A
hemoglobina foi mais elevada nos grupos G4 e G3. As plaquetas apresentaram valores mais

elevados no grupo G2 e menos elevados no grupo G4.
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Observa-se que ndo ocorreram alteracgdes significativas no leucograma, destacam-se as
médias do numero de leucdcitos variaram de 2.798,33 a 2.916,67 nos grupos G1 e G3 e de
2.523,33 a 2.545,71 nos grupos G2 e G4. A média dos segmentados foi mais elevada no grupo
G1 (36,50) e variou de 30,50 a 32,17 nos grupos G2, G3 e G4. Com excecdo da variavel
eosindfilos que apresentou desvio padrdo superior a metade da média. Todas as demais
variaveis apresentaram variabilidade reduzida devido ao desvio padrdo inferior a 1/3 das
médias correspondentes.

O peroxido de hidrogénio (H202) é um dos principais mensageiros do 0zénio (O3) que
age no citoplasma das células mononucleares, sendo capaz de ativar uma tirosina quinase, que
fosforila uma transcricdo do fator nuclear kB (NF-«xf), permitindo a sintese de diferentes
citocinas (Bocci e Paulesu, 1990; Valacchi e Bocci, 2000; Bocci, 2004). Basicamente, 0 H20>
sera um mensageiro atuando nas células mononucleares do sangue (Bocci e Paulesu, 1990;
Bocci et al., 1993, 1998; Reth, 2002), plaquetas (Bocci et al., 1999), células endoteliais
(Valacchi e Bocci, 2000) e em eritrécitos (Bocci, 2002), através da oxidacdo de cisteinas
(Rhee et al., 2000).

Nos eritrocitos as espécies reativas ao oxigénio (perdxido de hidrogénio em agua e
lipoperoxidos em hidroperoxidos) sdo reduzidas, em aproximadamente 10 a 15 minutos,
quando se tem a agdo de antioxidantes oxidados em forma reduzida. Enquanto a glutationa
redutase (GSH-Rd) utiliza o fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina reduzido
(NADPH - esta coenzima serve como um doador de elétrons para varias reacfes bioquimicas)
para reciclar a glutationa oxidada (GSSG) para o nivel original de GSH, o NADP oxidado é
reduzido ap0s a ativacdo da via da pentose fosfato, da qual a glicose 6-fosfato desidrogenase
(G-6PD) ¢ a enzima chave. Assim, a glicolise é acelerada com conseqliente aumento dos
niveis de ATP (Bocci, 2011b).

Os eritrocitos reinfundidos, por um breve periodo, aumentam o fornecimento de
oxigénio aos tecidos isquémicos devido a uma ligeira diminuicdo do pH intracelular (efeito
Bohr) e/ou um aumento dos niveis de 2,3 difosfoglicato (2,3-DPG) (Bocci, 2011b).

A cisplatina é classicamente conhecida por apresentar efeitos anticancer atividade
através de danos ao nucleo do DNA, esta substancia provoca deficiéncia de ferro intracelular
por meio de inibicdo direta do regulador mestre do metabolismo do ferro, proteina 2
reguladora do ferro (IRP2) com efeitos no IRP1. Cisplatina, mas ndo carboplatina ou
transplatina, liga IRP2 humano em Cys512 e Cys516 e prejudica a ligacdo de IRP2 ao ferro
responsivo a elementos de ferritina, receptor-1 de transferrina (TfR1) e RNAm (Miyazawa,
Bogdan e Tsuj. 2019).



21

Neste experimento, os resultados ndo mostraram anemia em nenhum dos grupos
estudados divergindo do descrito por Barret-Lee et al. (1999), quando uma proporgéo
significativa de pacientes que receberam quimioterapia citotoxica, como a cisplatina,
pacliotaxel, docetaxel, vinolrebine, topotecam, irinotecam, etoposide e ifosfamida,
apresentam anemia grave, leucopenia, neutropenia, trombocitopenia (Silva, Marcolino e
Alves, 2020). Fato que pode ter ocorrido devido ao curto periodo de tratamento em que 0s
animais foram submetidos.

A Tabela 2 apresenta os resultados estatisticos por grupo do perfil renal e hepatico
para o nivel de significancia fixado (5%). Néo foram registradas diferengas estatisticamente

significativas (p > 0,05) entre os grupos para as variaveis analisadas.

Tabela 2 — Resultados estatisticos das variaveis relacionadas com o perfil renal e hepatico de acordo com o
grupo em modelo experimental de camundongos com carcinoma de Ehrlich.

Grupos
Variavel Gl G2 G3 G4 Valor de
(Controle positivo) (Ozonioterapia)  (Ozonioterapia + Cisplatina) (Controle negativo) P
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75)
Uréia 58,73+ 7,54 63,76 +2,73 61,62 + 2,90 57,83 +6,41 ® = 0258
61,00 (50,25; 65,55) 63,00 (61,00; 66,20) 61,20 (59,50; 63,88) 61,10 (50,35; 62,35) =
Creatinina 0,40 + 0,06 0,42 £ 0,04 0,39 +0,02 0,39+0,03 W = 0230
0,40 (0,36; 0,44) 0,42 (0,40; 0,47) 0,39 (0,38; 0,40) 0,40 (0,36; 0,41) L
ALT/TGO 39,72 +3,98 38,66 + 3,11 37,73+2,96 38,62 +2,58 W = 0.747
40,10 (36,38; 43,30) 38,40 (37,20; 41,80) 37,70 (35,50; 39,95) 38,50 (36,08; 40,65) L
AST/TGP 42,53 £4,17 39,19+2,25 38,92 + 2,56 40,02 £ 2,30 o = 0,423

43,15 (38,53; 46,15)

40,10 (36,80; 41,00)

39,35 (36,05; 41,25)

39,20 (38,68; 42,25)

(1) Através do teste Kruskal Wallis.

Apesar dos resultados nédo significativos, se destaca que a média da uréia variou de
57,83 a 63,76. Observou-se elevacdo dos valores em todos 0s grupos quando comparados com
os parametros referenciais, apresentando valores mais elevados no grupo da G2 e menos
elevados no grupo G4. Sugere-se que 0s tratamentos nos quais 0s animais foram submetidos
ndo foram prejudiciais aos grupos até 0 momento da eutanasia. Possivelmente se o tratamento
fosse prolongado as alteragdes hematoldgicas poderiam ser vistas, assim como descritos pelos
autores (Silva, Marcolino e Alves, 2020).

A uréia e o principal produto final nitrogenado do catabolismo de proteinas e
aminoéacidos, produzida pelo figado e distribuida por todo o liquido intracelular e extracelular,
vai ser filtrada do sangue pelos glomérulos e parcialmente reabsorvida (Corbett, 2008), sendo

um pobre indicador da taxa de filtracdo glomerular, pois sua taxa de superproducdo depende
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de vérios fatores ndo renais, incluindo dieta e enzimas do ciclo da uréia (Gowda, 2010). O
aumento da ureia no sangue pode ser associado a achados de doenca renal, falha ou bloqueio
do trato urinario, insuficiéncia cardiaca congestiva, desidratacdo, febre e choque (Gowda,
2010).

No entanto, a uréia € um marcador inespecifico e é necessario que se avalie
conjuntamente com a creatinina sérica. A média da creatinina, variou de 0,39 a 0,42, e foi
mais elevada no grupo G2. A creatinina € um produto da decomposicéo do fosfato de creatina
no musculo e geralmente é produzida a uma taxa bastante constante pelo corpo, dependendo
da massa muscular (Zuo, 2008), sendo um parametro para o célculo da taxa de filtracdo
glomerular (Miller, 2005).

Observou-se que o efeito protetor desencadedado pela MOO em ratos que fizeram o
uso de cisplatina foi relatado nas doses de 20 e 30 mcg/ml, que foram capazes de reduzir tanto
a creatinina sérica como a substancia reativa do &cido tiobarbiturico (SRATB). Entretanto,
neste estudo ndo foram observadas alteracOes significativas entre os grupos nas dosagens de
uréia e creatinina séricas (Borrego et al., 2004).

Quanto as enzimas hepaticas a média da ALT/TGO variou de 37,73 a 39,72 e a média
da AST/TGP variou de 38,92 a 42,53, sendo as duas varidveis mais elevadas no G1 e menos
elevada no G3. A variabilidade expressa pelos valores dos desvios padrdo se mostrou bastante
reduzida uma vez que os referidos valores foram inferiores a 1/3 das médias correspondentes.

O aumento de ALT ¢ considerado especifico para determinagdo de lesdo hepatica
(Jorge, 2006). Processos patologicos diversos podem causar elevagdes nas enzimas hepaticas,
devido a variagdo na distribuicao de cada enzima especifica no lobulo hepatico (Henry, 2008).

Estudos em que animais foram submetidos a um pré condicionamento com a
MOO demonstraram que o o0zbénio por via IR reverteu o dano hepatico mediante o
restabelecimento dos niveis das transaminsases ¢ aumento de enzimas antioxidantes como
SOD e CAT (Leon et al., 1998; Ajamieh et al., 2004)

Os tracados dos perfis hematoldgico, renal e hepéatico devem ser interpretados
cuidadosamente. Recomenda-se que para a adequada interpretacdo das anélises, cada biotério
tenha estabelecido os proprios valores de referéncia das avaliagdes laboratoriais. Devido a
ampla faixa de variagdo dos parametros fisioldgicos que podem ser alterados em funcao das
condi¢cbes em que os animais estdo submetidos o que poderia inviabilizar resultados
experimentais (Matida, 2015). O sistema hematopoiético é extremamente sensivel a

atividades de agentes toxicos, principalmente aqueles com potencial mutagénico ou
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citotoxico, resultando em alteracfes qualitativas ou quantitativas, transitérias ou permanentes,
podendo também refletir na atividade imunoldgica (Lima, 2002).

Na Tabela 3 ¢é possivel verificar que as medias do peso foram correspondentemente
mais elevadas no grupo Controle negativo do que nos outros grupos e as médias dos outros
grupos oscilaram entre si durante o periodo analisado.

As pesagens diarias foram importantes para a avalia¢do dos animais quanto a perda ou
ganho de peso, 0 que pode demonstrar as alteracdes relacionadas a ganho de massa muscular,
como pode influenciar nas alteragdes em marcha devido ao aumento do tumor em membro
toracico, o que foi observado principalmente nos animais do grupo G4, em que ndo houve
tratamento. Nos dias D4, D6, D11 e D15 ndo mostraram diferencas estatisticas significativa
entre 0s grupos o que demonstra um padrdo na escolha dos tamanhos dos animais, e nos
demais dias houveram diferencas significativas entre grupos.

Ao final do experimento observou-se que a diferenca absoluta do peso no primeiro dia
(P1) subtraido do peso no ultimo dia (P7), os animais dos grupos G1, G2 e G3 apresentaram
diferenca estatisticamente significativas em relacdo ao grupo G4, o que sinaliza o crescimento

acentuado do tumor neste grupo.

Tabela 3 — Resultados estatisticos do peso em modelo experimental de camundongos albinos Swiss (Mus

musculus) com carcinoma de Ehrlich.

Grupos o3
Dia (Controilpositivo) (Ozoni(gtzerapia) (OzC()ir;il;)Eztriﬁg;a * (ControISArf\egativo) Valor de p
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
D1 37,83 3,34 48 40,00 +2,18® 35,08 +2,22® 38,25 +2,89 48 p®=0,018*
D2 37,92+354® 3957+215® 34,67 +2,34® 3858+331®W p® =0,023*
D3 37,58 3,50 ® 39,29 +2,58 ™ 34,00+2,35® 39,08+2,78 ™ p®=0,018*
D4 37,25+ 3,17 39,07 £ 2,92 34,75+ 2,25 38,58 +2,91 p®=0,079
D5 37,42 £2,92 B 39,71+£2,02®W 34,25+2,02® 37,92+3,12®W p® =0,017*
D6 38,50 £ 3,67 39,71+£2,32 34,83+221 37,67 £ 3,25 p® = 0,055
D7 39,67 +£3,93® 39,89+£211® 34,96 2,22 ® 38,42 + 3,45 4B p® = 0,045*
D8 40,75+ 4,33 ® 40,07 £2,09 ® 35,08 2,29 ® 39,17 +£3,74 48 p® = 0,046*
D9 40,25+3,79® 40,02+1,75® 34,67 2,64 ® 38,33+£2,93 W p® =0,019*
D10 39,17 4,14 W 39,04 +£2,02®W 34,25+3,01® 38,75+371®W p® = 0,042*
D11 38,33+ 3,44 39,29+1,44 34,17 £ 3,66 39,25 + 4,47 p® = 0,067
D12 37,83 3,78 48 40,64+ 1,77 ™ 34,75+4,13® 40,33+4,61W p® =0,022*
D13 37,92 + 3,67 4© 40,64 +2,30 ® 34,25+ 4,17 ® 40,33 + 3,98 O p® =0,015*
D14 38,42 + 3,48 “®) 41,68 +248 "W 35,38 +4,23® 39,58 + 3,74 “® p® = 0,039*
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D15 38,92 £ 3,35 42,71 + 3,55 36,50 + 4,37 38,75+ 3,68 p®=0,076
D16 38,50 + 3,21 4B 41,11 +2,08 A9 35,67 +4,07® 42,75+3,30 © p® =0,009*
D17 39,92 + 3,54 4B 41,14 2,29 A9 36,17+4,01® 45,58 +3,99 © p® =0,008*

Diferenca absoluta

P1-p17 2,08+311®W 1,14 +3,67® 1,08 +2,46 @ 7,33+3,60® p® =0,009*

(*) Diferenga significativa ao nivel 5,0%

(1) Atraveés do teste Kruskal Wallis

Obs. Se as letras entre parénteses sdo todas distintas, comprova-se diferenca significativa entre os grupos
correspondentes pelas comparac@es pareadas do referido teste.

A Tabela 4 apresenta diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos no peso
do tumor e de cada um dos 6rgdos analisados. Para estas variaveis se destaca que a média do
tumor foi mais elevada no grupo G4 (3,83 g), foi menos elevada no grupo G3 (0,79 g). E

essas diferencas significativas foram notadas entre o controle negativo com o0s demais grupos.

Tabela 4 — Resultados estatisticos do peso do tumor, pulmao, baco, rim e figado em modelo experimental de

camundongos com carcinoma de Ehrlich.

Grupos
Gl G2 G3 G4
Peso (Controle positivo) (Ozonioterapia) (Oz(éair;;;';etriﬁgga * (Controle negativo) Valor de p
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Tumor 1,54 +0,55 ¥ 1,62 +0,53 W 0,79+0,73®W 383+1,20® p® =0,002*
Pulméo 0,31+0,06 “® 0,32+0,06 @ 0,27 +0,03® 0,38+0,09 W p® =0,037*
Baco 0,39+£0,03®W 0,41+0,07®W 0,28 +0,08 ® 0,54+0,11© p® =0,002*
Rim 0,46 +£0,05 W 0,50 £0,056 W 0,37 0,06 ® 0,490,056 W p® =0,008*
Figado 241+011®W 2,96 +0,30 ® 2,03+0,20 © 2,74+0,17® p® < 0,001*

(*) Diferenga significativa ao nivel 5,0%

(1) Através do teste Kruskal Wallis

Obs. Se as letras entre parénteses sdo todas distintas, comprova-se diferenca significativa entre os grupos
correspondentes pelas comparac@es pareadas do referido teste.

A distribuicdo dos animais foi aleatoria, no entanto, observou-se a que o peso dos
0rgdos no grupo G3 foram menores quando comparado aos demais grupos. O aumento do
peso corporal foi notado no grupo controle negativo e observou-se aumento do peso dos
orgaos também em relacdo aos demais grupos. Foi verificado que os grupos G1, G2 e G3
apresentaram reducao significativa do tamanho do tumor quando comparados com 0 grupo
G4 (Gréfico 1), resultado que corrobora com o citado por outros autores sobre a acéo

adjuvante da ozonioterapia no tratamento de tumores (Waked, Nagib e Omar 2013).
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Gréfico 1 - Peso do tumor em gramas de acordo com o grupo em modelo experimental de

camundongos com carcinoma de Ehrlich.

Os efeitos biolégicos do 0z6nio ndo estdo relacionados a uma membrana especifica ou
receptor intracelular, na verdade, ele atua como indutor de estresse oxidativo primeiro em
antioxidantes e acidos graxos poliinsaturados de membrana (PUFA) em um processo
denominado peroxidacdo lipidica (Sagai e Bocci, 2011). Este mecanismo leva a uma
producdo de segundos mensageiros chamados perdxido de hidrogénio (H202) e aldeidos,
principalmente 4-hidroxinonenal (4-HNE), ambos capazes também de ativar o sistema nuclear
fator derivado de eritroide 2 (Nrf2). Ativacdo que determina efeitos antioxidantes e
antiinflamatdrios com base principalmente na indugdo de superdéxido dismutase, glutationa-
peroxidase, proteinas de choque térmico (HSP-70) e heme oxigenase-1 (HO-1) (Bocci, 2009;
Bocci, 2011a).

Em relacdo ao efeito antiinflamatério do ozénio, pode estar relacionado ao Nrf2 que
pode levar a supressao do fator nuclear kappa B (NF B), que é o mais importante fator de
transcrigdo envolvido em varios metabolismos inflamatdrios, bem como do cancer (Simonetti
etal., 2017).

Estudos relacionados ao uso do 0zénio no tratamento anticancer mostram do ponto de
vista molecular varios mecanismos de acdo envolvendo o Nrf2. A ativagdo de Nrf2 realizada
pelo oz6nio pode aumentar a atividade de varias proteinas supressoras de tumor como SOD,
catalase (CAT), GSH, GPx, GSH-S-transferase (GSTr), NADPH quinino-oxidoredutase 1
(NQOL) e calor proteina de choque 70 (HSP70). Efeitos substancialmente comparaveis aos

observados com o uso de sulforafano, uma molécula natural comum encontrada em brocolis e
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outros vegetais verdes, ou curcumina com interesse nas atividades anticancer em particular
relacionadas a quimioprevencdo do cancer de mama (Vecchione et al., 2016; Yucel et al.,
2015).

A acdo da associacdo do uso do ozdnio em estudo in vitro demonstra que nas
concentragfes de 20mcg com agentes quimioterapicos no tratamentos de celulas tumorais,
demonstram que ha uma significativa diminuicdo da viabilidade de celulas tumorais, pois
reduziram a magnitude do aumento de IL-8, IL-6, e os niveis celulares de IL1-B
aproximadamente em 16, 10 e 21%, sugerindo que este seja um possivel tratamento
anticancer (Simonetti et al., 2017). A ozonoterapia atua na oxigenacdo dos tecidos hipoxicos
como possivel adjuvante em regimes de quimio-radioterapia (Clavo et al., 2018). A
diminuicdo do tamanho do tumor no grupo G3 ocorreu possivelmente pelo aumento da
perfusdo do quimioterapico pelo tecido devido a melhor oxigenacdo proporcionada pelo uso
do oz6nio via retal.

As vias de aplicacdo retal e intratumoral sdo relatadas por Avilés, Rojo e Rosario
(2016) na diminuicdo do tamanho de massa tumoral em c&es, no mesmo estudo autores
mostram outros casos em que a ozonioterapia mostrou-se importante para a melhora da
qualidade de vida de pacientes oncoldgicos caninos, tanto auxiliando a terapéutica tradicional,
como em paciente que ndo foi submetido a ciclos de quimioterapia e permaneceu em remissdo
do linfossarcoma 30 meses apds o diagndstico.

Observa-se que o grupo G2 submetido apenas a ozonioterapia apresentou reducdo
significativa do tamanho do tumor, quando comparado com o grupo G4 (controle negativo).
Resultado importante para mostrar que o ozodnio por via insuflacdo retal possui acbes
sistémicas que vao influenciar impedindo o desenvolvimento do tumor.

Com relacdo a média de peso do pulmdo foi mais elevada no grupo G4 (0,38 @),
menos elevada no grupo G3 (0,27 g), variou de 0,31 a 0,329. A média do peso do baco foi
mais elevada no grupo G4 (0,54 g), menos elevada no grupo G3 (0,28 g), variou de 0,39 a
0,419 nos grupos G1 e G2 e as diferencas significativas ocorreram entre o grupo G3 com cada
um dos outros trés grupos. A reducdo do peso do baco nos grupos G1 e G3 pode indicar efeito

imunossupressor da cisplatina (Dias, 2018).

A média do peso do rim foi menos elevada no grupo G3 (0,37 g) e variou de 0,46 a
0,50 g. Nos demais grupos foram registradas diferencas significativas entre o grupo G3,
observou-se que a maior média do peso dos rins foi no grupo G2. Quanto a média do peso do

figado no grupo G1 se comprova diferencas significativas entre os grupos G2, G3 e GA4.
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Foram observadas médias menos elevada no grupo G3 (2,03 g) e mais elevada no grupo G2
(2,96 g), seguida do grupo G4 (2,74 g).
Nos gréaficos 3 e 4 sdo apresentadas as curvas de comportamento de acordo com o grupo das

médias de ingestdo de racao e agua por dia, respectivamente.
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Gréfico 2 - Média do consumo de alimento (g) por dia de acordo com o grupo em modelo experimental

de camundongos Ibinos Swiss (Mus musculus) com carcinoma de Ehrlich.
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Gréfico 3 - Média da ingestdo de agua (ml) por dia de acordo com o grupo em modelo experimental de

camundongos Ibinos Swiss (Mus musculus) com carcinoma de Ehrlich.

Observa-se que os grupos que nao receberam cisplatina G2 e G4 apresentaram maior
consumo de ragéo, e que o grupo G2 que recebeu apenas a ozonioterapia por via insuflagdo
retal apresentou maior consumo de alimentos em relagcdo aos demais animais.

Quanto a ingestdo de agua nota-se que o grupo G3 apresentou menores variagdes de

ingestdo durante o tratamento diferente dos demais grupos. No grupo G1, que recebeu apenas
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cisplatina, observa-se que a ingestdo de dgua aumentou a partir do 10° dia equivalente ao
primeiro dia de tratamento com a cisplatina.

As Tabelas 5 a 8 apresentam os resultados das alteracGes histopatologicas no tumor,
no rim, no figado, no rim, no baco e no pulméo, as quais ndo foram registradas diferencas

estatisticamente significativas entre 0s grupos para as varidveis analisadas.

Na Tabela 5 ressalta-se que na varidvel necrose de coagulacdo foram registradas as
categorias discreta, moderada e intensa e as maiores diferencas ocorreram no grupo G3
(Ozonioterapia + Cisplatina) com 4 animais na categoria discreta. No grupo G4 (Controle
negativo) com 4 animais na categoria intensa e zero na categoria discreta. Observou-se que
nos grupos G1, G2 e G4 ha uma maior area de necrose de coagulacao e a presenca de grandes

zonas de necrose em feixes.

O carcinoma de Ehrlich € um tumor se alta malignidade e crescimento rapido
(Segura, Barbero e Marquez, 2000), como pode ser visto através da grande incidéncia de
necrose nos grupos, observou-se que o tumor no grupo G3 apresentou menores zonas de
necrose que podem estar associadas a uma melhor oxigenacdo, auxiliando desta forma na
perfusdo da quimioterapia pelo tecido, assim como é descrito por Clavo (2018).

No estudo do tecido adiposo foi registrado um animal do grupo G3 no grau intenso. A
maioria (64,0%) foi na categoria discreta e 0s casos de auséncia variou de um a dois animais
por grupo. Na variavel anisocitose e anisocariose, todos animais dos 4 grupos foram
classificados na categoria intensa. Esse comportamento pode estar diretamente associado ao
crescimento e desenvolvimento do tumor no grupo G3 constituido por células na maioria
arredondadas em arranjo de corddes que se infiltram por meio do tecido adiposo. O que difere
das caracteristicas celulares observadas nos tumores dos demais grupos. Em relacdo aos
tratamentos o grupo G3 apresentou resultado mais promissores pois aparentemente o tumor
teve menor desenvolvimento, para tanto se considerou a presenca de tecido adiposo em meio
a massa tumoral.

Na avaliacdo da hemorragia G1 e G3 apresentaram auséncia com 84,0%, o que pode
indicar que houve uma melhor resposta ao tratamento nestes dois grupos. Quanto a
vascularizagdo, prevaleceram as categorias auséncia 66,7% nos grupos G3 e G4 e intensa
66,7% no Grupo G1, a neovascularizagdo, entretanto esta classicamente presente em
processos inflamatdrios, e ja descrita como uma alteracdo fundamental para o

desenvolvimento tumoral (Onuchic e Chammas, 2010).
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Tabela 5 — Avaliacéo das alteracdes histopatoldgicas no tumor de acordo com o grupo em modelo experimental
de camundongos Ibinos Swiss (Mus musculus) com carcinoma de Ehrlich.

Grupo
Gl G2 G3 G4 Grupo total Valor p
(Controle (Ozonioterapia) (Ozonioterapia + (Controle

Tumor positivo) Cisplatina) negativo)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Total 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0) 25 (100,0)
Necrose de p®=0,290
coagulacdo
Discreta 1(16,7) 2(28,6) 1(16,7) - 4 (16,0)
Moderada 3 (50,0 3(42,9) 4(66,7) 2(33.3) 12 (48,0)
Intensa 2(333) 2 (28,6) 1(16,7) 4(66,7) 9(36,0)
Hemorragia p® =0,495
Auséncia 5(83,3) 7 (100,0) 5(83,3) 4 (66,7) 21 (84,0)
Discreta - - 1(16,7) 2(33,3) 3(12,0)
Moderada 1(16,7) - - 1(4,0)
Tecido adiposo p®=0,277
Auséncia 1(16,7) 1(14,3) 1(16,7) 2(333) 5(20,0)
Discreta 5(83,3) 5(71,4) 2(33,3) 4 (66,7) 16 (64,0)
Moderada - 1(14,3) 2(33,3) - 3(12,0)
Intensa - 1(16,7) - 1(4,0)
Anisocitose/Ani p® =1,000
Socariose
Intensa 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0) 25 (100,0)
Vascularizagio p®=0,222
Auséncia - 4 (57,1) 4 (66,7) 4 (66,7) 12 (48,0)
Discreta 2 (33,3) - - - 2 (8,0)
Intensa 4 (66,7) 3(42,9) 2(333) 2(333) 11 (44,0)

(1) Através do teste Kruskal Wallis

As alteracdes histopatologicas rim estdo descritas na Tabela 6 e registradas as 4
categorias: auséncia, discreta, moderada e intensa. Todos 0s grupos apresentaram degeneragédo
vacuolar do epitélio tubular renal, também foram observadas vacuolizacdo e congestdo dos
tufos glomerulares nos grupos G1, G2 e G4. O grupo G3 apresentou uma vacuolizagédo
tubular e glomerular discretas (66,7%). Foram observados nos grupos a presenca de cilindros
hialinos e hemorragia.

Observa-se nesta pesquisa que 0s animais do grupo G3 apresentaram menos
alteracdes quanto ao epitelio renal em relagdo ao grupo G1, esse efeito pode ter relagdo com o
gue ja foi elucidado em estudos pré-clinicos, demonstrado que o pré-condicionamento
oxidativo com ozdnio exerce efeito protetor na nefrotoxicidade aguda induzida por cisplatina
em ratos (Borrego et al., 2004). Além disso a ozonioterapia tem se apresentado como uma
importante aliada no tratamento de doencga renal aguda e cronica (Rodriguez, 2017).

Quanto as alteracGes histopatdlogicas o grupo G1 tratado com cisplatina apresentou

congestdo de moderada (50%) e intensa (16,6%) além da presenca de tumefacdo celular do
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epitélio tubular moderada e tumefacdo tubular intensa, o grupo tratado com cisplatina e
0zOnio apresentou vacuolizacdo e hemorragias moderadas, corroborando com o resultado
encontrado por Borrego et al. (2004).

Quanto a variavel presenca de metastase foram identificados dois animais no grupo G1
(Controle positivo) e trés no grupo G4 (Controle negativo) e os demais grupos foram

considerados com auséncia.

Tabela 6 — Avaliacdo das alteracGes histopatoldgicas no rim de acordo com o grupo em modelo experimental de

camundongos Ibinos Swiss (Mus musculus) com carcinoma de Ehrlich.

Grupo
Gl G2 G3 G4 Grupo total Valor p
(Controle (Ozonioterapia) (Ozonioterapia + (Controle

Rim positivo) Cisplatina) negativo)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Total 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0) 25 (100,0)
Congestéo p®=0,336
Auséncia 1(16,7) - 2 (33,3) 1(16,7) 4 (16,0)
Discreta 1(16,7) 3(42,9) 2(333) 3(50,0) 9 (36,0)
Moderada 3(50,0) 2(28,6) 2(333) 2(33,3) 9 (36,0)
Intensa 1(16,7) 2 (28,6) - - 3(12,0)
Vacuolizagio p®=0,154
Auséncia 2(333) 1(14,3) 2(333) 4 (66,7) 9 (36,0)
Discreta 2(333) 2(28,6) 4 (66,7) 1(16,7) 9 (36,0)
Moderada 1(16,7) 2 (28,6) - 1(16,7) 4 (16,0)
Intensa 1(16,7) 2 (28,6) - 3(12,0)
Necrose de p®=0,871
coagulacdo
Auséncia 4 (66,7) 5(71,4) 4 (66,7) 5(83,3) 18 (72,0)
Discreta - 2(28,6) 1(16,7) - 3(12,0)
Moderada 1(16,7) - - 1(16,7) 2 (8,0)
Intensa 1(16,7) - 1(16,7) - 2 (8,0)
Hemorragia p® =0,960
Auséncia 3(50,0) 3(42,9) - 2(333) 8(32,0)
Discreta - - 3(50,0) - 3(12,0)
Moderada 2(333) 2 (28,6) 3(50,0) 3(50,0) 10 (40,0)
Intensa 1(16,7) 2 (28,6) - 1(16,7) 4 (16,0)
Metastase p®=0,072
Auséncia 4 (66,7) 7 (100,0) 6 (100,0) 3(50,0) 20 (80,0)
Presenca 2(33,3) - - 3(50,0) 5 (20,0)
Tumefagao celular p®=0,520
Auséncia - - 1(16,7) - 1(4,0)
Discreta 2(33,3) 3(42,9) 3(50,0) 1(16,7) 9 (36,0)
Moderada 2(33,3) 2(28,6) 1(16,7) 4 (66,7) 9 (36,0)
Intensa 2(333) 2(28,6) 1(16,7) 1(16,7) 6 (24,0)

(1) Através do teste Kruskal Wallis

A Tabela 7 apresenta os resultados das alteracGes no figado e no bago. As principais
alteracbes associadas ao Figado foram congestdo discreta 12% dos animais, necrose de
coagulacdo moderada em 24% dos animais, metastase em 28% dos animais, tumefagéo

celular foi moderada em 52,0% dos animais. No baco a maioria dos animais 52% apresentou
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congestdo moderada, 28% na categoria discreta. A presenca de metastase variou de um a dois
casos por grupo. Apenas trés animais foram considerados com auséncia de atrofia de foliculos
linfoides e as categorias moderada, intensa e discreta tiveram percentuais respectivos de
44,0%, 24,0% e 20,0%.

Em geral observou-se no figado a presenca de areas de acidofilia citoplasmatica,
vacuolizagdo difusa dos hepatdcitos, presenca de alguns trombos hialinos. Nos grupos G1, G2
e G4 observou-se necrose de coagulacao.

A absorcdo da MOO por via IR tem a acdo direta sob o figado, auxiliando no
funcionamento. Diversos trabalhos mostram a reducdo do dano hepético através do pré-
condicionamento oxidativo com ozonio sendo relatadas as vias intraperitoneal, solugdo salina
intravenosa e IR em modelos experimentais de roedores, que proporcionam, portanto, o efeito
hepatoprotetor pode ser atingido através da inducdo de resposta antioxidante enddgena,
influenciada pelo aumento da transcricdo do fator Nrf2 para a expressdo das enzimas
antioxidantes, CAT, SOD, GPx (Rodriguez, 2017). Nesta pesquisa ndo foi possivel observar
os efeitos benéficos do 0z6nio no 6rgao, pois em todos os grupos foram observadas alteracdes
semelhantes excetuando as areas de necrose de coagulacdo que foram mais discretas nos
animais do grupo G3.

No baco os animais do grupo G3 apresentaram menores areas de congestdo, menor

indice de metastase e atrofia dos foliculos linféides.

Tabela 7 — Avaliagdo das alteracdes histopatolégicas no figado e baco de acordo com o grupo em modelo

experimental de camundongos Ibinos Swiss (Mus musculus) com carcinoma de Ehrlich.

Grupos
Gl G2 G3 G4 Grupo total Valor p
(Controle (Ozonioterapia) (Ozonioterapia + (Controle

Variavel positivo) Cisplatina) negativo)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Total 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0) 25 (100,0)
Figado

p®=0,788

Congestao
Auséncia 6 (100,0) 6 (85,7) 5(83,3) 5(83,3) 22 (88,0)
Discreta - 1(14,3) 1(16,7) 1(16,7) 3(12,0)
Vacuolizagio p®=0,237
Auséncia 6 (100,0) 5(71,4) 6 (100,0) 4 (66,7) 21 (84,0)
Discreta - 1(14,3) - - 1(4,0)
Moderada - - 2 (33,3) 2 (8,0)
Intensa - 1(14,3) - 1(4,0)
Necrose de p® =0,089
coagulacdo
Auséncia 2(333) 2(28,6) 5(83,3) 5(83,3) 14 (56,0)
Discreta 2 (33,3) - - - 2 (8,0)
Moderada - 4(57,1) 1(16,7) 1(16,7) 6 (24,0)
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Intensa 2 (333) 1(14,3) - - 3(12,0)

Hemorragia p® =1,000
Auséncia 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0) 25 (100,0)

Metastase p®=0,671
Auséncia 5(83,3) 4(57,1) 4(66,7) 5(83,3) 18 (72,0)

Presenca 1(16,7) 3(42,9) 2 (333) 1(16,7) 7(28,0)

Tumefacao celular p®=0,777
Auséncia 1(16,7) 2 (28,6) - 2(33.3) 5 (20,0)

Discreta 2(33,3) - 1(16,7) - 3(12,0)

Moderada 1(16,7) 4(57,1) 4 (66,7) 4 (66,7) 13 (52,0)

Intensa 2 (333) 1(14,3) 1(16,7) - 4 (16,0)

Baco

Congestéo p® =0,096
Auséncia - 1(14,3) 1(16,7) - 2 (8,0)

Discreta - 1(14,3) 2(33,3) 4 (66,7) 7 (28,0)

Moderada 4(66,7) 5 (71,4) 2 (333) 2(33,3) 13 (52,0)

Intensa 2 (33,3) - 1(16,7) - 3(12,0)

Metastase p®=0,875
Auséncia 5(83,3) 5(71,4) 5(83,3) 4 (66,7) 19 (76,0)

Presenca 1(16,7) 2(28,6) 1(16,7) 2(33,3) 6 (24,0)

Atrofia de foliculos p®=0,108
Linfoides

Auséncia 1(16,7) - 1(16,7) 1(16,7) 3(12,0)

Discreta - 1(14,3) 3(50,0) 1(16,7) 5 (20,0)

Moderada 1(16,7) 5 (71,4) 2 (33,3) 3 (50,0) 11 (44,0)

Intensa 4 (66,7) 1(14,3) - 1(16,7) 6 (24,0)

(1) Através do teste Kruskal-Wallis.

As alteragdes histopatoldgicas do pulmdo estdo apresentadas na Tabela 8, onde foi
observado congestdo, hemorragia, metastase pneumonia e enfisema pulmonar, nas categorias
ausente, discreta, moderada e intensa. Ressalta-se que 88,0% com congestdo moderada,
78,0% com auséncia de hemorragia, as maiores frequéncias foram evidenciadas nos grupos
G4 Controle negativo (100,0%) e grupo G1 Controle positivo (66,7%);

Metastases foram visualizadas em todos os grupos sendo mais elevada no grupo da
ozonioterapia (71,4%) e menos elevado nos Grupos G1 e G3.

A auséncia da pneumonia foi 68,0%, sendo em 24,0% correspondeu a presenca
moderada. A maioria 88,0% tiveram auséncia de enfisema intersticial e as categorias discreta
e moderada tiveram frequéncias que variaram de zero a um nos grupos. A pneumonia pode
ser associada as condi¢cdes ambientais. Como citado por Seamer (1981), pode ocorrer a
inoculacdo de patdgenos indiretamente através da inalagdo da poeira originaria das gaiolas e

camas dos animais.

Tabela 8 — Avaliacéao das alteragdes histopatoldgicas no pulmao de acordo com o grupo em modelo experimental

de camundongos Ibinos Swiss (Mus musculus) com carcinoma de Ehrlich.

Grupo
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Gl G2 G3 G4 Grupo total Valor p
(Controle (Ozonioterapia) (Ozonioterapia + (Controle

Pulméo positivo) Cisplatina) negativo)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Total 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0) 25 (100,0)
Congest&o p®=0,139
Auséncia - 1(14,3) - 1(16,7) 2 (8,0)
Discreta 1(16,7) - 1(16,7) 3(50,0) 5 (20,0)
Moderada 5(83,3) 6 (85,7) 4 (66,7) 2(333) 17 (68,0)
Intensa - - 1(16,7) - 1(4,0)
Hemorragia p®=0,280
Auséncia 4(66,7) 4(57,1) 5 (83,3) 6 (100,0) 19 (76,0)
Discreta - 1(14,3) 1(16,7) - 2 (8,0
Moderada 2(333) 2 (28,6) - - 4(16,0)
Metastase p®=0,132
Auséncia 5(83,3) 2(28,6) 5(83,3) 3(50,0) 15 (60,0)
Presenca 1(16,7) 5(71,4) 1(16,7) 3 (50,0) 10 (40,0)
Pneumonia p® =0,997
Auséncia 4(66,7) 5 (71,4) 4(66,7) 4 (66,7) 17 (68,0)
Discreta 1(16,7) - 1(16,7) - 2 (8,0)
Moderada 1(16,7) 2(28,6) 1(16,7) 2(333) 6 (24,0)
Enfisema intersticial p®=0,733
Auséncia 5(83,3) 7 (100,0) 5(83,3) 5(83,3) 22 (88,0)
Discreta 1(16,7) - 1(16,7) - 2 (8,0)
Moderada - - - 1(16,7) 1(4,0)

(1) Através do teste de Kruskal-Wallis
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Observou-se que os animais dos grupos G2 e G4 apresentaram mais focos de
metastase, quando comparados com o0s grupos G1 e G3. Diferente desse resultado foi
observado que grupo de camundongos tratados apenas com ozomolmolenioterapia em dois
estudos simultaneos com altas concentragdes de ozonio apresentaram em ambos 0s tumores
tratados, uma diminuicdo significativa no nimero de metastases pulmonares, com menor
nimero de células tumorais por camundongo em maiores concentracdes de 0zOnio
(Menendéz, Cepero e Borrego 2008). Entretanto, observa-se gque houve uma regressdo
significativa no tamanho do tumor do grupo G2 com a concentracdo de 20mcg/ml.

A ozonoterapia tem como um dos principais fatores o impacto na oxigenagdo dos
tecidos, podendo aumentar a oxigenacao em varios tecidos tumorais hipoxicos e pode ser util
como possivel adjuvante em regimes de quimio-radioterapia (Clavo et al., 2018). A
diminuicdo do tamanho do tumor no grupo G3 ocorreu possivelmente pelo aumento da
perfusdo do quimioterapico pelo tecido devido a melhor oxigenacdo proporcionada pelo uso
do oz6nio via retal.

As Figuras 1, 2, 3, 4 e 5 apresentam 0s cortes histopatolégicos dos tumores, figado,
rim, baco e pulmdo em que foi observado a presenca de metdstase. Os exames
histopatologicos permitiram que fossem observados os detalhes celulares e avaliagdo do
tecido neoplésico, assim como a anisocitose e anisocariose, além de alteracbes como as
mudancas da morfologia dos tecidos renal, hepatico pulmonar e esplénico, assim como pode
se evidenciar as invasdes teciduais e a presencas de comportamento metastatico por meio da
presenca de células tumorais encontradas em vasos linfaticos ou sanguineos e tecidos

adjacentes aos 6rgaos (Sanches, Torres e Guerra, 2015).
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Figura 1 — (A) Corte histolégico do tumor do grupo G1, tumor mimetiza septa¢es na parte central,

entremeado por vacuolos grandes e bem definidos, H&E, 100X. B — Corte histol6gico do tumor do
grupo G1, H&E, 400X. (C) Corte histoldgico do tumor do grupo G2 infiltracdo do tumor no tecido
adiposo periférico, H&E, 100X. (D) Corte histologico do tumor do grupo G2, H&E, 400X. (E) Corte

histolégico do tumor do grupo G3 fragmento de tumor em uma das extremidades apresenta feixe de



musculo e zonas de necrose de coagulagdo, H&E, 100X. (F) Corte histolégico do tumor do grupo G3
fragmento de tumor em uma das extremidades, H&E, 400X. (G) Corte histolégico do tumor do grupo

G4 extensa necrose disposta sempre de forma de feixes e hemorragia. Perifericamente tumor mais
ativo, H&E, 100X. (H) Corte histoldgico do tumor do grupo G4, H&E, 400X.

Figura 2 - (A) Corte histolégico do figado de animal do grupo G1 com foco de metastase (seta), junto a
um ramo da veia porta. H&E, 100X. (B) Foco de metastase (seta), junto a um ramo da veia porta. H&E,
250X. (C) Corte histélégico de figado do Grupo G3 com presenca de um foco metastase (Seta)
localizada préxima a um vaso, H&E, 100X. (D) Grupo G3 com presenga de um foco metéstase (Seta),
H&E, 400X.

Figura 3 — (A) Corte histoldgico do rim de animal do grupo G4 com metastase em hilo renal. H&E,

100X. (B) Corte histolégico do rim com metéstase em hilo renal. H&E, 400X.
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Figura 4 — (A) Corte histoldgico do bagco G1 (CM) com rarefacdo dos elementos linfocitérios, atrofia de
foliculos linfoides (seta). H&E, 100X. (B) Corte histoldgico do baco com rarefacdo dos elementos
linfocitarios. H&E, 400X. (C) Corte histolégico do bago grupo G3 pouco celularizado, e atrofia dos
foliculos linfoides, com presenga de metastase (seta). H&E, 100X. (D) Corte histologico do baco G3 com
rarefacdo dos elementos linfocitarios, metastase (Seta). (D) Corte histolégico do bago com presenca de
células tumorais H&E, 400X.
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Figura 5 — (A) Corte histolégico do pulmé&o do Grupo G4 apresentando congestdo moderada, observa-se

metastase, com células predominantemente arredondadas no tecido adiposo. H&E, 100X. (B) Metastase
em pulméo Grupo G4, H&E, 400X. (C) Corte histoldgico de pulméo do Grupo G3, embolo de células
tumorais no interior de artéria pulmonar, H&E, 100X. (D) Embolo de células tumorais no interior de
artéria pulmonar, grupo G3. H&E, 400X.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que de acordo com os resultados a ozonioterapia associada a cisplatina
demonstrou ser o tratamento em que os camundongos com carcinoma de Erhlich
apresentaram o menor peso do tumor. As agdes terapéuticas no grupo tratado apenas com
ozonioterapia proporcionaram aumento no consumo do alimento, como também, uma
atividade antitumoral semelhante ao grupo tratado apenas com cisplatina.

Salienta-se que um tempo maior de tratamento seria importante para comprovar 0S
resultados apresentados neste experimento. Porém, ndo foi possivel diante do protocolo
adotado no laboratorio experimental com foco nos principios adotados pela ciéncia do bem-
estar animal. Perspectivas futuras de uma continuacdo deste estudo ficam sugeridas, como

forma de tornar a ozonioterapia uma forte aliada a ciéncia e a satde.
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