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Resumen

El objetivo del presente estudio es determinar los efectos de la aplicacién intravenosa de
ozono en la biometria y bioquimica hemética en caballos clinicamente sanos. La investi-
gacion fue descriptivay experimental, de tipo transversal. Asimismo, el tipo de muestreo
fue no probabilistico de conveniencia. Se seleccionaron catorce animales, distribuidos
en tres grupos: Ay B, conformado por seis animales cada uno, y el grupo C, por dos ani-
males. El ozono se aplicé utilizando la autohemoterapia mayor, la sangre fue obtenida de
lavenayugular (400 ml), utilizando el kit SANO3°® Copyright 2017, Paolo Gobbi Frattini,
Stl Italia (todos los derechos reservados). Se muestrearon los animales durante veinti-
cuatro horas antes de la primera aplicacion del ozono, y veinticuatro horas después de
cada aplicacion. Se realizo un muestreo quince dias después de la tltima aplicacién, para
un total de siete muestreos y cinco aplicaciones de ozono por animal. De las muestras ob-
tenidas, se determinaron los hemogramas y componentes bioquimicos hematicos, ALT,
AST, ALP, proteinas totales, albumina, BUN, bilirrubina total y bilirrubina directa.
A continuacién, se presentaron los resultados y diferencias para cada variable. Se conclu-
y6 que la aplicacién del ozono en dosis terapéuticas no causé alteraciones negativas en la
hematologia y bioquimica sanguinea de los equinos.

Palabras clave: caballos; 0zono; sangre; intravenoso.
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Effects of the Intravenous Application of Ozone
in the Biometry and Blood Biochemistry
of Clinically Healthy Horses

Abstract

The objective of the current study is to determine the effects of intravenous applica-
tion of ozone on blood biometrics and blood chemistry in clinically health and horses.
The research was descriptive and experimental, of a transversal type. Also, the type of
sampling was non-probabilistic of convenience, where fourteen animals were selected,
and distributed in three groups: A and B, made up of six animals each, and group C,
made of two animals. Ozone was applied using the major autohemotherapy. The blood
was obtained from the jugular vein (400 ml), using the SANO3® Kit Copyright 2017,
Paolo Gobbi Frattini, Stl Italy (all rights reserved). The animals were sampled 24 hours
before the first application of ozone, and 24 hours after each application. A sampling was
carried out fifteen days after the last application, for a total of seven samplings and five
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applications of ozone per animal. From the obtained samples the hemograms and hemat-

ic biochemical components were determined, ALT, AST, ALDP, total proteins, albumin,
BUN, total bilirubin and direct bilirubin. Next, results and differences for each variable

were presented. It was concluded that the application of ozone at therapeutic doses did

not cause negative alterations in the hematology and blood biochemistry of equines.

Keywords: horses; ozone; blood; intravenous.

INTRODUCCION

La molécula de ozono se compone de tres dtomos de
oxigeno dispuestos en forma diedro. Esta forma alotro-
pica de oxigeno es menos estable que el oxigeno, debi-
do a la presencia de estados mesoméricos, y reacciona
con muchos otros compuestos, como el carbono y el
6xido nitroso (1). En la naturaleza, el ozono se produ-
ce por efecto de una descarga eléctrica sobre el oxigeno
atmosférico, durante la iluminacién, o por la radiacién
ultravioleta (2).

A pesar de su papel como contaminante, el O, se utiliza
en la medicina humana y veterinaria. El uso médico de
una mezcla gaseosa de O, / O,, llamada ozonoterapia,
se basa en la suposicién de que el O, se disocia répida-
mente en el agua, y libera una forma reactiva de oxi-
geno, que puede oxidar las células. Dicha disociacién
aumenta la disponibilidad de oxigeno y ATP parala cé-
lula (3). Asimismo, el O, puede considerarse un profér-
maco, ya que puede inducir la activacién de un segundo
mensajero en cascada, con multiples acciones sistémi-
cas, y con la consiguiente reordenacion de las vias bio-
quimicas (3).

La ozonoterapia implica la administraciéon de ozono
médico (03), una mezcla de oxigeno (O,) y O,, com-
puesto por no menos del 95 % de O, y no més del § %
de O, (4). Aunque el 0zono medico puede ser téxico en
concentraciones elevadas, tiene una ventana terapéutica
de concentraciones que van de 10 a 80 pg/ml, enla cual
puede producir algunos efectos como inmunomodula-
dor, antiinflamatorio, bactericida, antiviral, antifungi-
co y analgésico, entre otros (4).

Un obstdculo importante parala aplicacion cotidiana de
la ozonoterapia estd asociado en gran medida con los in-
convenientes derivados de la industria de los firmacos,
la cual ha activado camparfias medidticas en contra de su
uso. Sin ningun tipo de respaldo cientifico, se ha llega-
do a afirmar que “el 0zono es toxico en cualquiera [que]
seasuuso”, sin tener en cuenta que los efectos del ozono
medicinal, como los de la mayoria de las sustancias, de-

penden de la dosis (5).

El uso de la ozonoterapia ha sido reportado en equinos
en multiples ramas de la medicina veterinaria, como en
la del sistema locomotor (4), en cuyo caso se determi-
n6 que la infiltracidn articular con ozono a dosis de 20 y
40 pg/ml es segura en caballos sanos; por consiguiente,
no acarrea ningun problema. También se reporta uso de
ozono en enfermedades como la laminitis (6), asi como
en procesos de cicatrizacién en estos animales (7), donde
debido al bajo aporte sanguineo en algunas regiones de la
piel, la cicatrizacion es dificil, y con ayuda de la ozono-
terapia se ha logrado conseguir resultados favorables en
ese proceso (8). Ademds, existen reportes de la aplicacién
transrectal de ozono en caballos, y su efecto en aspectos
clinicos y laboratoriales (9). Por otro lado, también hay
reportes de su uso y funcionalidad en pequefios animales
(10). Sin embargo, no es mucha la evidencia cientifica de
suimplementacion en los equinos en la actualidad.

Teniendo en cuenta que no existe mucha informacién
con relacidn a esta técnica en caballos criollos colom-
bianos en la actualidad, y especialmente sobre la apli-
cacién intravenosa en ellos, el objetivo del presente
estudio fue determinar si habia efectos negativos o po-
sitivos tras la aplicacién venosa de ozono, sobre algunos
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pardmetros de biometria y bioquimica hematica en ca-
ballos clinicamente sanos.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

La investigacion fue descriptiva y experimental, de tipo

transversal.
Muestreo

El tipo de muestreo fue no probabilistico de convenien-
cia, donde fueron seleccionados catorce animales, que se
distribuyeron en tres grupos. Por una parte, estuvieron A
y B, conformados por seis animales, respectivamente, y el
tercer grupo (C) estuvo conformado por dos animales. El
numero de machos y hembras fue el mismo en cada grupo.

Animales

En este estudio, se utilizaron catorce caballos criollos
colombianos, que se encontraban en condiciones clini-
cas normales. Los animales fueron de diferentes sexos
en todos los grupos, y contaron con edades que osci-
laron entre los cinco y los siete afos (figura 1), siendo
estas determinadas por cronometria dentaria, segin lo
reportado por Cardona et al. (11). Los criterios de selec-
cion utilizados fueron los siguientes: animales en condi-
ciones clinicas normales, medidas mediante el examen
fisico, y cuyos pardmetros sanguineos se encontraran
dentro de los valores de referencia para esta especie.
En el caso puntual de las hembras, no se seleccionaron
hembras gestantes, ni en periodo de lactancia. Este tra-
bajo cont6 con aval del comité de ética de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universi-
dad de Cérdoba, Acta No. 001 del 14 de junio del 2017.

Figura 1. Caballos criollos colombianos (machos y hembras) clinicamente sanos,
con edades entre los cinco y siete afios

Fuente: elaboracién propia
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Preparacion de los animales

Los animales utilizados se estabularon y sometieron
a las mismas condiciones de nutricién y alimentacién
con heno de angelén (Dichantium aristatum) y agua ad
libitum. Asimismo, la homogenizacion de la condicién
profildctica se realiz6 de la siguiente manera: vermifu-
gacion con doramectina (Dectomax® 1 %, Zoetis, Ar-
gentina), a una dosis de 0,2 mg/kg viaIM, 30 dias antes
del comienzo del estudio. De igual modo, se aplic6 qui-
mioprofilaxis con dipropionato de imidocarb (Imizol®,
MSD animal, Colombia) a una dosis de 3 mg/kg via
IM, 30 dias antes del muestreo, para evitar tener alte-
raciones de las variables por infestaciones con hema-
trépicos endoglobulares (Babesia spp., Anaplasma spp.,
Theileria spp.).

Protocolo

El ozono fue aplicado mediante autohemoterapia ma-
yor. En tanto, la sangre fue recolectada via puncion yu-
gular (400 ml), utilizando el kit SANO3°® (Copyright
2017, Paolo Gobbi Frattini, Srl Italia). Este kit se com-
pone de una bolsa de recoleccidn, y un equipo de infu-
si6n. Asimismo, la bolsa estd compuesta de material de
PVClibre de ftalatos o ésteres de dcido ftalico, y contiene
35 ml de la solucién de anticoagulante ACD-A (citrato-
dextrosa férmula A).

Los dos conectores de la bolsa se encontraban ini-
cialmente libres de agujas, y contaban con cierre tipo
hermético inalterable. Paso seguido, la sangre fue ozo-
nizada con una concentracién de 60 pg/ml en 250 ml
de ozono, en el caso del grupo A, y luego esta fue mez-
clada con los 400 ml de sangre que se encontraban en
la bolsa. Para el grupo B, se utilizé una concentracién
de 25 pg/ml en 250 ml de ozono, y posteriormente el
resultado fue mezclado con la sangre. Inmediatamen-
te se mezcld la sangre, se realiz6 la aplicacion en los
animales. A los animales del grupo C no les fue ad-
ministrado ozono. Para el estudio fue utilizada una
unidad generadora de ozono (Ozonizer® mod. CMDR-
050575, Colombia, 2016) (figura 2), que se encontraba
conectada a un tanque de oxigeno portatil de 800 psi

input- output S0 psi (Cryogas, Colombia, 2018). Luego
de tener la sangre debidamente ozonizada, se realizé
la autohemoterapia mayor; esta se aplic6 via yugular a
velocidad macrogoteo, previa cateterizacién (Introcan
Braun®) calibre 14 x 1%, previa antisepsia y fijacion con
sutura de Nylon calibre 2-0 (Corpalon®, Corpaul, Me-
dellin, Colombia).

La aplicacidn venosa de ozono fue la via de eleccién uti-
lizada, debido a que se deseaba evaluar efectos sistémi-
cos de este (12).

Figura 2. Unidad generadora de ozono
(momento de la preparacion por parte del clinico,
previo a la autohemoterapia mayor)

Fuente: elaboracién propia

Obtencion de la muestra

Los animales fueron muestreados veinticuatro horas
antes de la aplicacién inicial de ozono, y veinticuatro
horas después de cada aplicacion. Luego de la dltima
aplicacion, se realizé un muestreo quince dias después,
para un total de siete muestreos y cinco aplicaciones de
ozono por animal.
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Con las muestras obtenidas, se determinaron el hemo-
gramay los componentes bioquimicos hematicos (ALT,
AST, ALP), proteinas totales, albumina, BUN, bilirru-
bina total y bilirrubina directa. Todos los animales fue-
ron sometidos a un examen fisico diario, donde fueron
evaluadas todas las constantes fisioldgicas (temperatu-
ra, tiempo de llenado capilar, coloracion de las mucosas,
frecuencia cardiaca y respiratoria), el apetito y la actitud
al medio, como indicadores generales de confort.

Procesamiento de la muestra

Para la determinacién de ALT, AST, ALP, proteinas
totales, albumina, BUN, bilirrubina total y bilirrubina
directa, se recolectaron 10 ml de sangre en tubos tipo
vacutainer (BD, Dickinson and Company), al vacio, sin
anticoagulante (tapa roja), por vena, con puncién yugu-
lar. Las muestras fueron trasladadas, y procesadas en el
laboratorio de andrologia animal de la Universidad de
Cordoba. Para ese analisis, se utiliz6 el equipo Wiener
lab. Metrolab 1600 DR (Argentina, 2016). Las muestras
para la realizacién del hemograma se tomaron en tubos
EDTA (tapa lila) de 2 ml mediante venopuncion, y se
procesaron en el equipo Idexx ProCyte Dx® Analizador
Hematolégico (USA, 2016).

Anilisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron tabulados en hojas
electrénicas (Microsoft Excel® 2010), y se analizaron
mediante estadistica descriptiva para cada una de las
variables, utilizando para ello el Paquete Estadistico
SAS, realizando un andlisis de medidas repetidas en el
tiempo.

RESULTADOS

En la tabla 1, se presenta la media de los valores obteni-
dos alo largo del experimento, sobre los pardmetros he-
matolédgicos de la linea celular roja de los animales del
estudio (grupo A, de 60 pg/m; grupo B, de 25 pg/ml; y
grupo C). Las diferencias que se encontraron no fueron
significativas (p > 0,05) para la media del hematocrito,
asi como tampoco fueron significativas paralos casos de
los eritrocitos y la hemoglobina.

Con todo, para el caso de las plaquetas, se encontré una
diferencia estadisticamente significativa de p < 0,05,
donde se evidencio un leve aumento en los grupos trata-
dos, sin salir de los valores de referencia parala especie.

Tablal. Media de los valores de la linea roja (eritrograma) y plaquetas
en equinos tratados con ozono clinico segun dosis

Dosis Hematocrito™ (%) Hemoglobina™ (g/dl) Eritrocito™ (x10° pl) Plaquetas (x103 ul)
Grupo A 30,78 11,32 6,98 256,00°
Grupo B 32,25 11,69 6,93 237,86°
Grupo C 32,11 11,37 6,94 232,00°

Fuente: elaboracién propia’

1 Valores en la misma columna con diferentes letras difieren entre si

("p=0,05). ns: no significativo. Total: 98 muestras.
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Al estudiar los leucocitos, se evidencié que los valores
si presentaron variacidn, pero se mantuvieron dentro
de su rango normal, como se logra apreciar en la tabla 2.
Dentro de las lineas celulares, la que mayor variacién
presentd fue la de los leucocitos, como se observa en la
figura 3. En tanto, en el grupo B, los valores de los leu-
cocitos disminuyeron levemente el segundo dia, pero al
quinto dia post aplicacion, alcanzaron los valores mayo-
res durante el estudio. Por otro lado, en el grupo A, tam-
bién disminuyeron durante las primeras aplicaciones,
pero luego fueron aumentando progresivamente.

Enlatabla 3, se presenta la media de los valores obteni-
dos alo largo del experimento sobre los pardmetros de
la bioquimica sanguinea en caballos sometidos al trata-
miento con ozono medico (grupo A de 60 pg/ml, gru-
po B de 25 pug/mly grupo C). Para el caso de la AST, la
ALT, la albuimina, las proteinas totales y la bilirrubina
directa, no se encontré ninguna diferencia estadisti-
camente significativa (p < 0,05) en las muestras de los
animales, y su comportamiento fue simétrico a lo largo
del tiempo.

Tabla 2. Media de los valores de la linea blanca (leucograma) en equinos tratados con ozono clinico segin dosis

Dosis Leucocitos Granulocitos™ Linfocitos" Eosindfilos™ Monocitos™
(x10%/mm?3) (x10%/mm?3) (x103/mm?) (x103/mm?) (x103/mm?)
Grupo A 9,20° 6,06° 2,87 0,68 0,29
Grupo B 8,88° 5,642 2,83 0,69 0,29
Grupo C 10,04¢ 8,00c 3,03 0,71 0,33
Fuente: elaboracion propia®
Figura 3. Valores medios de leucocitos en los diferentes grupos experimentales
16
14
12
E 1
E -/'\-/a—/\‘
2 8
.‘6’
8
z 6
—
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Grupo A

—&— GrupoB

Grupo C

Fuente: elaboracién propia

2 Valores en la misma columna con diferentes letras, difieren entre si
(p=0,05). ns: no significativo. Total: 98 muestras.
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Tabla 3. Valores medios de la bioquimica sanguinea de equinos tratados con ozono clinico segln dosis

Variable Grupo A Grupo B Grupo C cv
AST (UI/L) 120,7™ 123,33™ 115,66™ 21,34
ALT (UI/L) 3,08 3,49 2,57 41,87
ALP (UI/L) 352,94° 324,51° 344,96° 18,02
Albumina (g/dl) 2,58™ 2,45™ 2,48 20,36
Proteinas totales (mg/dl) 6,62 6,49 6,13™ 15,50
Urea (mg/dl) 39,842 34,77° 30,03¢ 21,62
BUN (mg/dl) 10,60° 14,49° 12,51¢ 21,62
Bilirrubina directa (mg/dl) 0,26™ 0,30™ 0,24 35,13
Bilirrubina total (mg/dl) 1,622 1,54° 1,33¢ 23,50

Fuente: elaboracién propia®

Por ultimo, en el caso de la urea en el grupo B, se observé
una leve disminucion a partir de la segunda aplicacién;
sin embargo, luego aumento hasta llegar a sus valores
maximos en la dltima aplicacién, estando todo el tiempo
dentro de los pardmetros de referencia aceptados para
la especie. Por su parte, el comportamiento de los valo-
res de la urea en el grupo A, fue igual al del grupo B, de
forma general.

Di1scUSION

Las diferencias encontradas no fueron significativas
(p > 0,05) para la media de los valores del hematocri-
to. Tal resultado difiere de lo reportado por Guevara en
su estudio (13), ya que encontré valores de entre 39,3 y
41,1 %, que fueron superiores a los del presente trabajo.
En tanto, los valores obtenidos se encontraron dentro de
los pardmetros de referencia para la regién de Cérdoba,
Colombia (min. 20,40 % - méx. 44,60 %), segun lo que
reportaron Herreray sus colaboradores (14). Para el caso
de los eritrocitos, las diferencias que se encontraron no
fueron estadisticamente significativas (p > 0,05) para
los valores medios. Esto concuerda con lo reportado por
Guevara, ya que en su trabajo se encontraron valores que

3 CV: coeficiente de variacion. Valores en la misma columna con dife-
rentes letras, difieren entre sf (p < 0,05). ns: no significativo.

oscilaban entre 8,5y 8,4 x10° yl, los cuales son superio-
res a los del presente estudio (13). Dado lo anterior, es
posible afirmar que el uso de esta técnica no genera nin-
gun tipo de alteracion negativa en los animales, lo que
comprueba una vez mas que es una técnica médica ino-
cua cuando se utiliza en animales sanos, y se respetan
las dosis y procedimientos establecidos por la literatura.

En cuanto alos valores medios de losleucocitos, las dife-
rencias encontradas fueron estadisticamente significati-
vas (p < 0,05), por lo que se diferencian de lo reportado
por Guevara, debido a que se informaron valores entre
8,3y 8,3 x 10°/mm?, valores que fueron inferiores a los
del presente estudio (13). De igual forma, se reporta no
tener diferencias significativas en los leucocitos después
de realizar aplicaciones de ozono medicinal. Cabe resal-
tar que los valores reportados en el presente estudio se
encuentran dentro de los pardmetros normales para la
especie (min. 5,64 - max. 1,81 x 10%/pl), segtin lo descri-
to por Lunay colaboradores (15), en caballos ecuatoria-
nos criados sobre el nivel del mar. Lo mismo se puede
decir con relacién a lo reportado por Herrera y colabo-
radores (12) (min. 3,6 - max. 12,8 x 10>/mm?) en asnales
criollos colombianos.

Asimismo, las diferencias encontradas no fueron estadis-
ticamente significativas (p > 0,05) para los valores me-
dios de la AST. Estos valores se encuentran por debajo
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de los valores de referencia (290 + 61 UI/1) reportados
por Diaz y colaboradores (16). Para el caso de la ALT,
las diferencias evidenciadas tampoco fueron estadisti-
camente significativas (p > 0,05). De igual forma, estos
resultados se encuentran por debajo de los valores de re-
ferencia (10,8 + 2,3 UI/1) reportados por Diaz y cola-
boradores (16). Ademas de la no alteracién de la linea
celular roja y blanca, es posible afirmar que la ozono-
terapia médica aplicada de forma correcta, no genera
alteraciones en otro tipo de sistemas u érganos, ya que
algunas enzimas estudiadas no presentaron un aumen-
to significativo, lo cual habria indicado alteraciones or-
génicas luego de la aplicacion del tratamiento.

En caballos criollos brasileros fueron evaluados los pa-
rametros bioquimicos de la sangre en equinos con una
edad promedio de once afios (17). En tal caso, se encon-
tr6 que la aplicacion de ozono medicinal a dosis de 500 a
1000 ml de mezcla terapéutica, no alter6 ninguna cons-
tante fisiologica de los animales durante el tratamiento;
sin embargo, los valores para gama-glutamil transferasa
(GGT) y la glucosa fueron decrecientes durante el tra-
tamiento, sin salirse de rangos discretos, contrarios al
fibrin6geno, que mostré un aumento leve durante el tra-
tamiento. Esto difiere totalmente del presente resulta-
do, ya que en ningtin momento la ozonoterapia generd
cambios notables en los pardmetros bioquimicos de la
sangre de los animales estudiados.

En un reporte de caso en el que se evalud el uso de la
ozonoterapia en asociacién con termografia infrarroja,
en el contexto de un proceso inflamatorio en un equi-
no, se encontrd que el uso de esa técnica médica es de
importante aplicabilidad en caballos; y, ademas, se evi-
dencié notable evolucion en el desempeno del animal,
con relacién a la mejoria del proceso inflamatorio que
presentaba (18). Esto reafirma lo encontrado por los au-
tores en este estudio, en el cual se evidencian cambios
positivos en el perfil hemético de los animales sanos.

Por otra parte, en la literatura se resalta que el uso de
ozonoterapia en equinos favorece a la oxigenacion de las
células, y mejora el flujo sanguineo al dilatar arterias es-
tenosadas, asi como otros mecanismos que favorecen en

ultima instancia la respuesta inmunoldgica del paciente
(19). Eso también guarda relacién con lo que se encon-
tré en el presente estudio, en el que se observaron cam-
bios en la linea celular blanca.

En tanto, en su trabajo, Jaramillo y sus colaboradores re-
portan que el hematocrito, al igual que la hemoglobina,
sufrié cambios evidentes a lo largo del tiempo en el gru-
po tratado con ozonoterapia; sin embargo, el fibrinégeno
plasmdtico no sufrié cambios significativos, aligual quela
urea alolargo del tiempo, aunque esta tltima sufrié una
disminuciénenelgrupotratado (9). Caberesaltarquelos
cambios en el presente trabajo no fueron significativos a
nivel de alteraciones clinicas, ya que se mantuvieron enlos
rangos de referencia, a pesar de las variaciones. En suma,
es importante aclarar que la ozonoterapia es una técnica
que ha demostrado ser inocua en el marco de los traba-
jos de investigacion, y que, en muchos casos en los que
hay alteraciones evidentes de la funcionalidad del ani-
mal, es de gran ayuda. Con todo, eso no significa que los
pequefios cambios en animales sanos no sean de ayuda
en sus procesos bioldgicos. Lo anterior sugiere que se po-
drian realizar estudios mdas a fondo, a nivel molecular,
para poder identificar cambios mds especificos, y poder
relacionarlos con algunas utilidades en animales sanos.

En conclusidn, la aplicacién de autohemoterapia en dosis
mayores a 25 pug/ml, y menores a 60 pg/ml en 250 ml
de la mezcla (02—03), en equinos clinicamente sanos,
no supone efectos negativos en ellos. De tal modo, la
aplicacion del ozono a dosis terapéuticas no causa al-
teraciones negativas en los valores hematolégicos y la
bioquimica sanguinea de los equinos. Por ultimo, es po-
sible afirmar que desde la primera aplicacion del ozono,
se evidencian cambios dentro de los rangos normales en
las plaquetas, y enlalinea blanca de los equinos; resulta-
dos que, aunque no pueden interpretarse como un efec-
to especifico, dan cabida a investigaciones futuras sobre
el uso de esta técnica en animales sanos.
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