PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Unoeste :
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

LILIANE GIROTTO PEREIRA

OLEO DE GIRASSOL OZONIZADO FAVORECE A CICATRIZAGAO DE FERIDAS
INDUZIDAS PELO VENENO DE Lachesis muta muta EM RATOS WISTAR

Presidente Prudente - SP
2021



PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Unoeste :
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

LILIANE GIROTTO PEREIRA

OLEO DE GIRASSOL OZONIZADO FAVORECE A CICATRIZAGAO DE FERIDAS
INDUZIDAS PELO VENENO DE Lachesis muta muta EM RATOS WISTAR

Dissertacao apresentada apresentada a Pro-
Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacéo,
Universidade do Oeste Paulista, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal — Area de
concentragdo: Fisiopatologia Animal.

Orientadora:

Profa. Dra. Rosa Maria Barilli Nogueira

Presidente Prudente - SP
2021



636.089 59  Pereira, Liliane Girotto.

P4360 Oleo de girassol ozonizado favorece a cicatrizagao
de feridas induzidas pelo veneno de lachesis muta muta
em ratos wistar / Liliane Girotto Pereira. — Presidente
Prudente, 2021.

49f.. il

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Universidade do Oeste Paulista—Unoeste, Presidente
Prudente, SP, 2020.

Bibliografia.

Orientadora: Rosa Maria Barilli Nogueira

1. Acidente ofidico 2. Lesado cutanea 3. Acidente
laquético 4. Ozonioterapia 5. Reepitelizacdo. |.
Titulo.

Catalogacao na fonte: Michele Mologni — CRB 8/6204




LILIANE GIROTTO PEREIRA

OLEO DE GIRASSOL OZONIZADO FAVORECE A CICATRIZAGAO DE FERIDAS
INDUZIDAS PELO VENENO DE Lachesis muta muta EM RATOS WISTAR

Exame geral de qualificacdo apresentada Pro-
Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagao,
Universidade do Oeste Paulista, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal - Area de Concentracéo:
Fisiopatologia Animal.

Presidente Prudente, 22 de fevereiro de 2021.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Rosa Maria Barilli Nogueira
Universidade do Oeste Paulista — Unoeste
Presidente Prudente-SP

Profa. Dra. Cecilia Laposy Santarém
Universidade do Oeste Paulista — Unoeste
Presidente Prudente-SP

Profa. Dra. Karina Maria Basso
Centro Universitario Filadélfia (UNIFIL)
Londrina-PR



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho em especial ao meu querido irméao que n&do se encontra mais
conosco, Rodrigo Romero Girotto Bolonheis. Eternamente em nossos coragdes,
mente e alma.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pela vida, pela familia e pelos amigos. Pela coragem, fé e forga
que me deu. Por me permitir observar e sentir cada criagdo sua, e auxiliar nos
cuidados de nossos irmaos mais puros, 0s animais.

Agradeco pela familia, que sempre esteve comigo durante toda a minha jornada,
meus avos Elenir Romero Girotto e Wilson Girotto, minha mae, Viviane Romero
Girotto e minha irma, Rebecca Romero Girotto Bolonheis.

Agradeg¢o ao meu noivo, Leonardo de Souza Soares, que me apoiou, me acalmou e
me encorajou diversas vezes durante essa trajetoria.

Aos meus sogros, Sirlei Alves de Souza Soares e Paulo Roberto Soares que me
ajudaram muito mais do que podem imaginar, no dia a dia, fazendo parte da minha
familia.

Agradeco a Professora Doutora Rosa Maria Barilli Nogueira por acreditar em mim e
me orientar tdo bem além do mestrado, se tornando uma amiga.

Ao hoje, colega de profissdo, Doutor Paulo Felipe Izique Goiozo que me auxiliou
mesmo de longe, e me incentivou a iniciar mais essa fase da vida que hoje esta se
concluindo.

Agradeco aos colegas Gabrielle Gomes dos Santos Ribeiro e Guilherme Ozaki, que
me auxiliaram e orientaram durante a analise estatistica e a analise da dimensao
fractal.

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — (Brasil) CAPES — Cdédigo de Financiamento 001”.



“Os sonhos néo determinam o lugar que vocé vai estar, mas produzem forga

necessaria para o tirar do lugar que esta. ” (Augusto Cury)



RESUMO

Oleo de girassol ozonizado favorece a cicatrizagdo de feridas induzidas pelo

veneno de Lachesis muta muta em ratos wistar

O acidente pela serpente do género Lachesis muta muta de ocorréncia na floresta
Amazbnica provoca tanto efeito local como sistémico e a gravidade na hora do
atendimento depende do tempo de sua ocorréncia. O antiveneno € indispensavel,
mas tem pouco efeitos locais, desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da dose de 1mg/Kg de veneno laquético no local da inoculagéo, o tratamento
tépico com o6leo de girassol ozonizado, associado ou ndo ao antiveneno em ratos.
Quatro grupos de ratos (n=10 cada grupo) foram distribuidos em: controle- solugéo
de cloreto de sddio 0,9% (C); veneno + 6leo de girassol ozonizado (VOZ); veneno
(V); oleo de girassol ozonizado (OZ). Seis horas apds aplicacdo do veneno os
animais receberam o antiveneno. O membro inoculado foi avaliado durante 17 dias
por meio de avaliagdo morfologica, termografica, histologica e pela dimenséao fractal
(FD). O veneno provocou dor, edema, inflamagado, ulcera, crosta e necrose,
hipotermia local no segundo dia e redugédo das areas de maior temperatura para os
grupos V e VOZ. No grupo VOZ houve redugao da dor, ulcera, crosta, necrose e
menor infiltrado inflamatério; o colageno na FD foi maior para os grupos V, seguido
do VOZ e OZ. Conclui-se que o veneno de Lachesis muta muta na dose de 1mg/Kg
causa severos efeitos locais no membro inoculado, o 6leo de girassol ozonizado
favorece a reparacao destes efeitos e ndo causa reacéo adversa local.

Palavras chave: acidente ofidico, cicatrizagcdo, dimensao fractal, ferida cutanea,
ozonioterapia, termografia.



ABSTRACT
Ozonized sunflower oil encourages the healing of wounds induced by Lachesis

muta muta poison in wistar rats

The accident by the snake of the genus Lachesis muta muta occurring in the Amazon
rainforest causes both local and systemic effects and the severity at the time of care
depends on the time of its occurrence. Antivenom is indispensable, but has little local
effects, therefore, the objective of this study was to evaluate the effects of the dose of
1mg/Kg of laquetic poison at the inoculation site, topical treatment with ozonated
sunflower oil, associated or not to antivenom in rats. Four groups of rats (n = 10 each
group) were distributed in: control - 0.9% sodium chloride solution (C); poison +
ozonized sunflower oil (VOZ); poison (V); ozonized sunflower oil (OZ). Six hours after
application of the poison, the animals received the antivenom. The inoculated limb
was evaluated for 17 days by means of morphological, thermographic, histological
and fractal dimension (FD) evaluation. The poison caused pain, edema,
inflammation, ulcer, crust and necrosis, local hypothermia on the second day and
reduced areas of higher temperature for groups V and VOZ. In the VOZ group there
was a reduction in pain, ulcer, crust, necrosis and less inflammatory infiltrate;
collagen in FD was higher for groups V, followed by VOZ and OZ. It is concluded that
the poison of Lachesis muta muta at a dose of 1mg/Kg causes severe local effects
on the inoculated limb, ozonated sunflower oil favors the repair of these effects and
does not cause a local adverse reaction.

Keywords: ophidic accident, healing, fractal dimension, skin wound, ozone therapy,
thermography.
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HIGHLIGHTS

o A dose de 1Tmg/Kg de veneno Lachesis muta muta causa lesao local severa em
rato

o Oleo de girassol ozonizado via tépica em rato favorece recuperacdo da lesdo
local causada pelo veneno laquético

o Oleo de girassol ozonizado via tépica ndo causa reagdes adversas locais em rato
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Resumo

Terapias que minimizem os efeitos locais do veneno de Lachesis muta muta
sdo escassos na literatura. Neste estudo, o objetivo foi avaliar o efeito da dose de
1mg/Kg de veneno laquético no local da inoculagao, o tratamento topico com 6leo de
girassol ozonizado, associado ou n&o ao antiveneno em ratos. Quarenta ratos foram
distribuidos nos grupos: controle-solugdo de cloreto de sodio 0,9% (C); veneno +
Oleo de girassol ozonizado (VOZ); veneno (V); 6leo de girassol ozonizado (OZ). Seis
horas apds o veneno administrou-se o antiveneno e avaliou-se 0 membro inoculado
durante 17 dias pela analise morfoldgica, termografica, e ao 17° dia avaliou-se
através da histologia e dimenséao fractal (FD). O veneno provocou dor, edema,
inflamacéo, ulcera, crosta e necrose, hipotermia local no segundo dia e redug¢ao das
areas de maior temperatura para os grupos V e VOZ. No grupo VOZ houve redugéo
da dor, ulcera, crosta, necrose e menor infiltrado inflamatorio; o colageno na FD foi
maior para os grupos V, seguido do VOZ e OZ. Conclui-se que na avaliagao local do
membro inoculado com o veneno de Lachesis muta muta, a dose de 1mg/Kg causou
severos efeitos locais, o 6leo de girassol ozonizado via tépica favoreceu a
cicatrizagédo das feridas induzidas pelo veneno e ndo causou nenhum efeito adverso

local.

Palavras chave: acidente ofidico, cicatrizagcdo, dimensao fractal, ferida cutanea,

ozonioterapia, termografia
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Introducgao

Com cerca de 5,4 milhdes de acidentes ofidicos humanos e mais de 125.000
mortes a cada ano"?, os mesmos foram reinseridos na lista de doencas tropicais
negligenciadas da Organizagdo Mundial de Saude (OS) em 2017%4° .

As serpentes do género Lachesis, familia Viperidae, classificadas de acordo
com sua denticdo como solendglifa, de reprodugdo ovipara sao conhecidas
popularmente no Brasil como surucucu, pico de jaca, surucutinga, malha de fogo e
habita principalmente a floresta amazdnica e mata atlantica®’. A serpente é capaz de
injetar grandes quantidades de veneno (acima de 300 mg) e seu acidente é
considerado grave com efeitos local e sisttmico com sinais de sindrome vagal,
importante no diagnéstico diferencial do acidente botrdpico’.

Segundo levantamento do Ministério da Saude, no Brasil durante todo o ano
de 2018 houve 28.946 casos de acidentes ofidicos, numero maior que o ano
anterior, 2017 de 28.736 e menor que 2011 com 31.145 casos. Porém, apesar do
grande numero, considerado subnotificado, houveram apenas 104 6bitos sendo 40
destes provenientes da regido nordeste, no ano de 20182.

Machado®, relatou que entre 2007 a 2015 o género Lachesis foi responsavel
por 3,13% das notificacbes, sendo excluidos os casos onde nao foi identificado o
género da serpente (11,77%). Neste mesmo periodo, o género foi responsavel por
7.736 notificagcbes, onde a regido norte foi a mais acometida, responsavel por mais
de 90% dos registros.

O acidente pode atingir todas as espécies de animais domeésticos’™" e a
gravidade dos sinais clinicos no atendimento, tanto locais (dor, edema, eritema,
hemorragia, equimose, necrose) como sistémico (alteragcdo do tempo de
coagulagdo, bradicardia, dor abdominal, émese, diarreia, hipotensao arterial,
sonoléncia, nefrotoxicidade, choque)'*'*'4®7 estao relacionados a varios fatores mas
principalmente ao tempo da ocorréncia do acidente até o atendimento®®.

As toxinas conhecidas da Lachesis muta s&o as serinoproteinases, L-
aminoacido oxidase, fosfolipases A » (PLA 7), hialuronidase e leticina tipo ¢ '®"".

Embora a aplicagdo do antiveneno seja o tratamento convencional, possui
pouco efeito local, apresenta problemas como falta de disponibilidade em regides
distantes, possibilidade de reacdo de hipersensibilidade imediata e tardias,

problemas de regionalizagdo das espécies das serpentes, alto custo de produgao
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com baixa margem de lucro, reduzindo o interesse das industrias
farmacéuticas'®92°3, Colombini et.al’’, notaram que o antiveneno polivalente para
Bothrops e Lachesis é insuficiente para neutralizar a agdo hemorragica e os efeitos
de incoagulabilidade que o veneno de Lachesis muta muta pode ocasionar, e
correlacionam este efeito com as diferengas estruturais entre os dois géneros de
serpentes®.

No Brasil ano de 2018, por meio da Portaria n® 702/GM/MS, o Ministério da
Saude declarou a ozonioterapia como uma pratica de acgao integrativa, de baixo
custo, comprovada e segura, incluindo-a como tratamento alternativo para usuarios
da rede publica de saude, as chamadas de Praticas Integrativas e Complementares
no Sistema Unico de Saude (SUS), que sdo oferecidas gratuitamente aos usudrios
quando ha recomendacg¢ao médica e interesse do paciente?.

Na literatura, encontramos uma diversidade de estudos que utilizaram
diferentes vias de administracdo do ozbnio, via subcutanea®, intramuscular®,
intradiscal®?¢, intra-articular?, intracavitaria no espaco peritoneal ou pleural®®,
intravaginal, intra-uretral e vesical®, topica®®?"32, odontoldgica®* e auto-hemoterapia
ozonizada®**?°. Como formas tdpicas tém-se o uso de 6leo ozonizado principalmente
os de girassol e oliva®*®?* e evidéncias apoiam seu efeito satisfatorio em feridas
cutaneas®, como fistulas e feridas pos-cirurgicas, ulceras de presséo, troficas,
isquémicas e feridas diabéticas. Promove reducdo da infecgdo microbiana, tem
efeito de desbridamento, modulagcdo da fase inflamatodria, estimulacdo da
angiogénese e também reagbes biologicas e enzimaticas que favorecem o
metabolismo do oxigénio melhorando a cicatrizagdo das feridas3®22.

Embora haja pesquisas sobre os efeitos terapéuticos do 0zbénio em varios
processos cicatriciais, ndo ha na literatura estudo que demonstre os efeitos do 6leo
ozonizado em lesdes causadas pelos venenos ofidicos e em especifico o veneno
laquético. Com isso, levantamos a hipotese de que o 6leo ozonizado via topica
poderia trazer beneficio como terapia complementar minimizando os efeitos locais
provocados pelo veneno laquético, favorecendo a cicatrizagdo e recuperacdo do
paciente.

Considerando a importancia deste acidente ofidico, as graves lesdes locais
provocadas pelo veneno e ndo ter sido encontrado na literatura nenhum estudo

cientifico utilizando 6leo de girassol ozonizado usado via topica, nosso obijetivo foi
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avaliar a dose de 1mg/Kg de veneno laquético no local da inoculagéo, o tratamento

tdpico com oleo de girassol ozonizado, associado ou ndo ao antiveneno em ratos

Material e Métodos

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade (protocolo n°® 5612), desenhado e monitorado de acordo com os
principios éticos preconizados pela Resolugdo Normativa 33 do CONCEA* e as
diretrizes ARRIVE*'.

Quarenta ratos Wistar, 90 dias, 250g, machos, foram mantidos em gaiolas
individuais, com agua e ragao a vontade, em ambiente climatizado com temperatura
de 22°C+2°C e fotoperiodo 12 horas claro/escuro e aclimatados com uma semana
anterior ao inicio do experimento. Foi realizado tricotomia no membro posterior
esquerdo no dia anterior a inoculagdo do veneno. Os animais alocados em quatro
grupos (n=10 cada grupo) receberam: solucao fisioldégica (C = controle); veneno +

Oleo de girassol ozonizado (VOZ); veneno (V); 6leo de girassol ozonizado (OZ).

Veneno bruto e antiveneno

Amostras liofilizadas do "Pool" de venenos de Lachesis muta muta foram
fornecidas pelo Centro de Estudos e Pesquisas Bioldgicas da PUC de Goias e
mantidas congeladas a -20°C até o momento de uso. O veneno foi inoculado no
membro posterior esquerdo, via intramuscular (IM) na dose de 1,0mg/Kg.

O antiveneno Master Soro Plus® (Vencofarma) foi administrado seis horas
ap6s a aplicagdo do veneno via intraperotineal (IP), na dose preconizada pelo

fabricante para neutralizar a quantidade de veneno inoculado.

Oleo de girassol ozonizado

O d6leo de girassol ozonizado contendo indice de peréxido equivalente padronizado
de 700meqg/kg foi adquirido pronto para uso da Ozone&Life® - Tecnologia em
Geradores de Ozobnio, Brasil. Foi instilado duas gotas (cerca de 0,1mL) via tépica no
local de inoculagdo do veneno e por toda a extensao da lesdo, com auxilio de hastes
de algodéo realizando 5 movimentos circulares. Os animais foram tratados a cada

24 horas durante 16 dias.
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Avaliagdo morfologica
Os parametros clinicos relacionados a evolugdo do processo cicatricial
utilizados neste estudo foram baseados no estudo de Abegao et al., (2015)** e
Barrionuevo et al., (2015)*3, com os seguintes escores: sensibilidade dolorosa (0-
ausente; 1- presente (considerada quando havia uma ou mais mudangas no
comportamento do animal, tais como: inquietude, agitagdo, vocalizagdo e
movimento de virar a cabega com intengédo de morder apds contato com a leséo),
cor do membro (1- résea; 2- amarelada; 3- palida; 4- ciandtica), edema, necrose
ulcera sendo (0-ausente; 1-presente). Os animais foram avaliados nos momentos
1(dia 1), 2(dia 2), 3(dia 3), 4(dia 4), 5(dia 5), 6(dia 6), 7(dia 7), 10(dia 10), 13(dia
13), 17(dia 17)
As lesbes foram fotografadas por camera digital modelo Coolpix P510

(Nikon®) em todos os momentos de avaliag&o.

Avaliagdo termografica
Foi utilizado técnica de imagem por meio de emisséo infravermelha de calor
da superficie corporal, ndo invasiva, onde foi gerado uma imagem que expressou
um gradiente térmico em um padrédo de cores, sendo a cor branca de maior
temperatura e a cor azul escuro de menor temperatura, utilizando camera

termografica Flir One Pro®

acoplada ao celular com Aplicativo Flir One para
avaliagao da temperatura da imagem (Figura 1A). As imagens foram realizadas
sempre no mesmo horario em ambiente controlado com temperatura ambiente de
22°C+2°C.

Para determinar a area de lesdo do membro inoculado foram usadas fotos
termograficas na resolugdo padronizada de 17,5 x 23,5 cm, dessa maneira
utilizando a formula A = b . h * totalizam uma area de 411,25 cm? de imagem a
uma distancia também padronizada de 34cm. Através do programa de edig&o
vetorial CorelDRAW Graphics Suite 2020 foi aplicado uma mascara quadriculada
de 30x30 medindo cada um 11,3 mm?, resultado esse obtido através da equagao
de determinagdo de area do quadrado: A = L? “, Foram contados quantos
quadrados representam a area mais quente (representada pela cor branca) e

todos os seus arredores (representada pela cor vermelha) (Figura 1B). A avaliagao
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termografica foi realizada nos momentos 1(dia 1), 2(dia 2), 3(dia 3), 4(dia 4), 5(dia
5), 6(dia 6), 7(dia 7), 10(dia 10), 13(dia 13).

Figura 1. A) Imagem termografica do membro do rato inoculado com veneno
laquético, indicando a area branca de maior temperatura, utilizando a camera

termografica Flir One Pro®

acoplada ao celular com Aplicativo Flir One. B)
Imagem termografica do membro do rato inoculado com veneno laquético com
imagem quadriculada, realizada através do programa de edicdo vetorial

CorelDRAW Graphics Suite 2020.

Analise histologica

No dia 17 (ultimo dia de experimento), apds a eutanasia dos animais com
cloridrato de xilazina 2% (Xilazin® 2%) 7,5mg/Kg intraperitoneal (IP) e cetamina
(Ketamina®) 60mg/Kg IP* foi realizada a extragdo do membro posterior inteiro, tanto
direito quanto o esquerdo, e fixados em solu¢ao de formalina tamponada a 10% por
24 horas e posteriormente realizados corte perpendicular a ferida, armazenado em
cacetes histolégicos e obtidos cortes de 5 pym de espessura e corados com
Hematoxilina e Eosina (HE) para analise de neovascularizagao, infiltrado inflamatério
mononuclear, infiltrado inflamatério polimorfonuclear, fibroblastos, necrose, edema, e
tipo de tecido conjuntivo. As alteragdes foram classificadas em 0-ausente, 1-discreto
(1% a 25%), 2-moderado (26% a 50%) e 3-acentuado (51% a 100%) e o tecido

conjuntivo classificado em denso ou frouxo.
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Anélise Fractal

A dimenséo fractal (FD) para o colageno foi realizada em amostras preparadas
de acordo com a analise histologica, porém as laminas foram coradas com Tricomio
de Masson, e o célculo baseado em 4 imagens de cada animal, de cada grupo. As
imagens foram submetidas ao processo de binarizagdo para leitura, tornando-as
pretas e brancas, onde as fibras colagenas se apresentaram brancas.
Sequencialmente a analise ocorreu utilizando o método de contagem de caixas (box-
couting), com quantificagcdo da distribuicdo em pixels, para isso foi utilizado o
software Image J (Instituto Nacional de Saude, Estados Unidos — NIH), disponivel
gratutitamente na internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Os tamanhos das caixas
analisadas foram calculados pelo software (2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 32 and 64) (Figura
2). O grafico log/log foi realizado de acordo com o método descrito por Garcia, et al.
(46), onde foi verificada a média de numeros na caixa de cada grupo e seu tamanho,
ficando sempre entre 0 e 2.

s . - Tmagel = -
Fie Edi image Frocess Anayze Pugns Window Help

Bolalol~amxalaloD) aledaisle

Figura 2. A) Printscreen da tela do Software Image J analisando o colageno em uma
lamina corada em Tricobmio de Masson; B) Printscreen da tela do Software Image J
da lamina da imagem “A” apds ser submetida ao processo de binarizagao.

Analise estatistica
Para analise dos dados foi utilizado o software Action Stat, um sistema
estatistico que utiliza a linguagem R e trabalha de forma integrada ao Excel. Para

todos os testes foi adotado nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Para verificar a existéncia de associagdo entre variaveis qualitativas foi
aplicado o Teste Qui-Quadrado ou, em algumas situagdes, o Teste Exato de Fisher.
Os testes aplicados para a termografia foram o teste de normalidade nos dados
(Shapiro Wilk), nos casos onde os dados ndo seguem uma distribuicdo normal foi
aplicado um teste ndo-paramétrico de comparacéao, o teste de Kruskal-Wallis. E nos
dados onde os dados seguem uma distribuicdo normal, foi utilizado o teste Tukey,
também foram aplicados testes de comparagdo multipla (Kruskal-Wallis) para
verificar se os resultados das variaveis Area Branca e Area Vermelha podem ser
considerados diferentes por grupos e por momentos. Para andlise da dimensao
fractal foi aplicado o teste de normalidade dos dados (Shapiro Wilk), que obteve p-
value menor que 0,01, portanto, foi constatado que os dados ndo seguem uma
distribuicdo normal. Sendo assim, foi necessario aplicar um teste nao-paramétrico

para comparar os 4 grupos, o teste de Kruskal-Wallis.

Resultados

Na avaliagao morfoldgica, as variaveis sensibilidade dolorosa, cor, edema e
ulcera se comportaram de forma diferente (p<0,01) entre os grupos e entre
momentos. A evolugdo do processo de cicatrizagdo das feridas nos diferentes
grupos pode ser observada na Figura 3.

Figura 3. Imagens macroscopicas das lesbes no membro posterior esquerdo de
ratos inoculados com veneno laquético na dose de 1mg/Kg nos dias 1, 7 € 17 nos
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grupos controle (C1, C7, C17); veneno+dleo de girassol ozonizado (VOZ 1, VOZ 7,
VOZ 17); grupo veneno (V1, V7, V17); grupo Oleo de girassol ozonizado (0Z1, OZ7,
0z17).

O grupo V foi o que apresentou maior sensibilidade dolorosa entre os grupos
(50%), seguido do VOZ (23%) e OZ (7,8%), ja o grupo C foi o unico a apresentar
100% de auséncia de sensibilidade dolorosa. Avaliando por momentos, observou-se
no primeiro dia 50% de sensibilidade dolorosa, chegando a quase 0% no dia 13
(Figura 4).

77%

23%

SENSIBILITY (%)

Va2 GROUPS

B Absemt m Presemt

Figura 4. Analise morfolégica da porcentagem de sensibilidade dolorosa no membro
de rato inoculado com veneno laquético na dose de 1mg/Kg, comparacéo entre
grupos C (controle), VOZ (veneno + 6leo ozonizado), V (veneno).

A coloragao résea do membro no local da inoculacdo do veneno predominou
nos animais de todos os grupos, no entanto, coloragéo cianética foi observada em
maior porcentagem dos animais do grupo V (22%) seguido do VOZ (17%), além de
palidez em 8% dos animais do grupo V. A coloragao ciandética foi presente nos trés
primeiros dias com 48%, 28% e 13% dia respectivamente, enquanto que a coloragao
palida foi presente nos diaa 2 (5%) e 3 (13%) (Figura 5).

A presenca de edema se deu em 28% dos animais no grupo VOZ, 19% do
grupo V e ausente nos demais com presenca de 50% nos primeiros sete dias,

seqguido de reducao significativa (p<0,01) no M10 (Figura 5).
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Figura 5. Anadlise morfolégica da coloragcdo e edema no membro inoculado,
comparagao entre grupos C (controle), VOZ (veneno + 6leo ozonizado), V (veneno)

e OZ (6leo ozonizado) nos momentos 1 ao 7, 10 e 13.

A formagao de ulceras no membro inoculado foi presente em 60% no grupo
V, 50% no VOZ, e 1% OZ. Porém quando avaliadas por momentos a ulceragao
esteve presente em todos os momentos de avaliagdo com maior porcentagem (45%)

nos dias 6 e 7 (Figura 6).
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Na analise morfologica, os animais do grupo V apresentaram a maior
incidéncia de necrose (70%), seguido do grupo VOZ (30%), desde o primeiro dia até

o quarto dia de avaliagao (Figura 6).
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Figura 6. Analise morfolégica da Uulcera e necrose no membro inoculado,
comparagao entre grupos C (controle), VOZ (veneno + 6leo ozonizado), V (veneno)

e OZ (6leo ozonizado).

Na avaliacdo termografica no dia 2 houve queda significativa (p<0,01) na
média da temperatura local do membro inoculado (Figura 7) e na are branca e
vermelha dos animais dos grupos V (34,9°C) e VOZ (34,8°C) sendo a média mais

baixa de todos os momentos (Figura 7). A area da lesao foi menor
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Figura 7. Grafico das médias da temperatura no exame de termografia, comparagao
entre momentos nos diferentes grupos C (controle), VOZ (veneno + 6leo ozonizado),

V (veneno) e OZ (6leo ozonizado), nos dias 1 ao 9, dia 11 e dia 13.

Na analise histolégica as variaveis, infiltrado mononuclear, infiltrado
polimorfonuclear, fibroblastos e necrose diferiram de maneira significativa (p<0,01).
As demais variaveis, neovascularizagao, tecido conjuntivo e edema nao diferiram
entre grupos.

No grupo VOZ foi presente 70% de infiltrado mononuclear moderado, e 20%
acentuado e 10% discreto; grupo V 40% moderado, 30% acentuado e 30% discreto;
grupos C e OZ foi de ausente a discreto. O infiltrado polimorfonuclear no grupo VOZ
foi 60% discreto, 20% moderado e 10% acentuado; no grupo V 40% acentuado, 30%
moderado e 20% discreto. A presenca de fibroblastos foi de 70% moderado, 20%
discreto e 10% acentuado no VOZ e no V 30% moderado e 70% acentuado. Para
necrose no VOZ foi 40% moderado, 30% discreto e 20% acentuado; no V 60%

moderado, 20% acentuado e 20% discreto (Figura 8).
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Figura 8. Fotomicroscopia de algumas alteragées encontradas no tecido muscular no
membro inoculado dos animais dos diferentes grupos no dia 17. A-Animal do grupo
VOZ indicando na seta intenso infiltrado inflamatério mononuclear (Objetiva de 40x);
B-grupo V, indicando na seta intenso infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear
(Objetiva de 10x).; C-grupo V, indocando na seta presencga de fibroblastos (Objetiva
de 10x).; D-grupo VOZ, indicando na seta necrose em camada muscular indicado
pela seta (Objetiva de 10X).

Os resultados da dimensdo fractal para o colageno analisadas pela
coloragédo de Tricbmio de Masson, indicaram que o grupo controle diferiu (p<0,01)
dos demais grupos e houve semelhanga estatistica entre os grupos V e OZ, ja os
grupos C e VOZ sao diferentes entre si, e entre os grupos V e OZ, sendo o V com

maior média entre os grupos (Figura 9).
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Figura 9. Analise da dimens&o fractal para o colageno dos grupos C (controle), VOZ
(veneno + 6leo ozonizado), V (veneno), OZ (6leo ozonizado) no dia 17.

Discussao

Embora a reacao inflamatéria seja importante para o organismo quando se
trata de protegcdo a patdégenos e a reparagédo do tecido danificado, ela apresenta
mecanismos que causam desconfortos fisicos, conhecidos também como sinais
cardinais do processo inflamatério como o aumento da temperatura, rubor, dor e
edema*”*. O veneno da Lachesis muta muta tem grave efeito local e sistémico e a
maioria dos autores utilizam a dose de 1,5 mg/Kg nos estudos experimentais’,
diferente da dose usada no atual estudo de 1mg/Kg, mas que induziu efeitos locais
severos de dor, edema e necrose e sem ocorréncia de obito o que favoreceu o
estudo a longo prazo (17 dias). O antiveneno € a unica terapia eficaz para o acidente
ofidico, no entanto ele possui uma fraca acao sobre os efeitos locais’ e na literatura,
nao ha estudos sobre os efeitos do 6leo ozonizado em feridas dessa natureza.

De acordo com alguns autores, o 0zénio pode reagir com os componentes do
sangue afetando o metabolismo do oxigénio, o sistema de defesa antioxidante, a
energia celular e a microcirculagao, ativar a expressao de citocinas importantes para
a cicatrizagcdo de feridas, aumentar a perfusdo sanguinea, induzir a expressdo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador-
B (TGF-B) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)*.
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Nos animais do grupo VOZ a diminuigdo da sensibilidade dolorosa no membro
pode ser atribuida ao 6leo de girassol ozonizado uma vez que os animais tratados
somente com veneno e antiveneno manifestaram maior porcentagem de dor. Esta
acgao atribuida ao dleo ozonizado foi descrita em pacientes com herpes zoster® e na
estomatite aftosa recorrente®', no entanto, Travagli et al (2009) é quem descreve que
semelhante a acao do acido hialurénico, muito provavelmente quando ozbénio entra
em contato com a ferida ele se dissocia lentamente em varios peréxidos produzindo
peréxido de hidrogénio explicando esta atividade especifica do 6leo ozonizado®2.

De acordo com os achados morfolégicos houve predominancia de coloragao
rosea, menor formagao de ulceras e menor porcentagem de necrose nos animais do
grupo VOZ comparado aos do grupo V. A presenga significativa de edema nos
grupos VOZ e V s6 pdde ser observada na analise morfométrica e se justifica pela
acao direta do veneno’.

Aos 17 dias, houve menor infiltrado inflamatério para o VOZ comparado ao V e
predominou infiltrado inflamatério mononuclear para o VOZ e infiltrado inflamatdrio
polimorfonuclear para o grupo V. O processo inflamatério se inicia com células
polimorfonucleares e posteriormente se torna mononuclear, sendo importante para o
processo cicatricial, porém quando ocorre uma inflamagdo continua isso pode
prejudicar a cicatrizagdo*”>3. A necrose local € um dos sinais clinicos conhecido no
acidente laquético™'*14%7 e ela ocorre pela agao direta das suas toxinas nos tecidos
por agcao das serinoproteinases (SVSP), metaloproteinases (SVMP), L-aminoacido
oxidase (LAAO), fosfolipases A, (PLA ) e hialuronidase'?*. Recentemente um
estudo demonstra que o veneno de L . muta muta induz a morte dos queratindcitos
por apoptose e necrose, que nao podem ser separadas temporalmente. No entanto,
a proporgao de células apoptéticas € maior do que de células necréticas, sugerindo
que a apoptose pode ser a forma predominante de morte celular®.

Nossos dados corroboram com os achados de alguns autores, onde os
pesquisadores observaram que o 6leo ozonizado contribui para reduzir a resposta
inflamatdria, podendo assim reduzir a ulceracdo e necrose, o que ocorre devido a
agao bactericida, fungicida, e antiviral do ozbnio, e seus efeitos de modulagdo da
fase inflamatodria, estimulagdo da angiogénese e reagdes bioldgicas e enzimaticas
que auxiliam no metabolismo do oxigénio3?:28335748,

O processo de cicatrizacido tem diferentes fases e nos primeiros dois dias, fase

inflamatoria, diferentes células, neutréfilos, mondcitos e linfécitos regulam o
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processo inflamatério. Apds a fase inflamatoria, ou seja, nas préximas duas a trés
semanas, na fase da reparagdo do tecido conjuntivo e epitélio ocorre a fase
proliferativa com uma desaceleracdo dos processos ativados e proliferacdo de
fibroblastos. Nesta fase de fibroplasia os fibroblastos iniciam a sintese de
glicosaminoglicanos e fibras colagenas tipos Ill e I, em seguida os fibroblastos
ativados e diferenciados em miofibroblastos promovem a contracdo da lesdo e o
colageno tipo | se intensifica, os feixes de fibras colagenas ficam mais espessas, a
maioria das células desaparece e ocorre a apoptose de fibroblastos (fase de
remodelagao)**°e.

No estudo de Xiao, et al. (2017), os pesquisadores observaram que o 6leo
ozonizado promoveu supressao da inflamacgao e acelerou a cicatrizagao por ativagao
e migracao de fibroblastos gradualmente ao longo do tempo durante a fase inicial da
cicatrizagdo através da transigcdo epitélio-mesenquimal (epitelial-mesenchymal
transition-EMT) , ou seja o 6leo ozonizado acelerou o processo de fibroblasto EMT
por meio da regulagdo positiva das proteinas mesenquimais e diminuicdo das
proteinas epiteliais®3.

No atual estudo, na analise de colageno realizada pela dimenséo fractal, com a
coloragédo de Tricbmio de Masson no dia 17 observou-se maior FD para o grupo V,
seguido do VOZ e OZ, ordem que também aparece na avaligdo de fibroblastos. De
acordo com os achados, podemos dizer na comparagao entre 0s grupos que em
ordem decrescente de cicatrizacdo o grupo OZ, por apresentar menor porcentagem
de presenca de fibroblastos e colageno se encontrava aos 17 dias em fase mais
adiantada no processo de cicatrizagdo, seguido do grupo VOZ e V.

Kim et al., 2009 observaram em porquinho da india elevado numero de fibras
colagenas no grupo O6leo de oliva ozonizado quando comparado com outros
grupos®. Autores relataram que em camundongos tratados com oOleo de gergelim
ozonizado, apresentaram cicatrizacdo mais rapida, e que através da coloragao de
picrosirius pode quantificar as fibras colagenas tipo | e lll predominando aos 14 dias
o colageno tipo Il "%, Estudo em ratos, onde foi induzido queimaduras com laser de
CO, relatam que as lesdes tratadas com o oléo de girassol ozonizado reduziram
tiveram maior redugao na analise macroscépica®. O atual estudo apresenta como
limitagdo a nao avaliagao dos tipos e qualidade das fibras colagenas pela coloragao

de picrosirius o que seria de fundamental importancia.
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A injuria tecidual inicialmente causa vasodilatagdo, aumentando o fluxo
sanguineo e causando hiperemia, porém como consequéncia 0 sangue se torna
mais viscoso e a circulacdo mais lenta, levando a uma hipdxia local que pode
ocasionar aparecimento de trombos, diminuindo assim a temperatura local*’. Este
efeito fisiologico associado a agdo necrosante direta local do veneno laquético fez
com que houvesse uma diminui¢cdo significativa da temperatura observada por meio
da termografia no membro inoculado no dia 2 para os animais dos grupos V e VOZ e
uma redugao da area (mm?) tanto da area branca quanto da vermelha, no grupo V.
Lembramos que os animais foram aclimatados com 5 dias de antecedéncia e a sala
se manteve em todas as avaliagbes na mesma temperatura (22°C +2). Silva et al,
(2020) relataram em equinos que o0 uso da ozonioterapia injetavel reduziu a
temperatura em aproximadamente 2 graus apos o tratamento completo®. No atual
estudo, utilizamos o ozbnio via tépica e observamos queda na temperatura de
ambos 0s grupos com o0 veneno e nao observamos no grupo OZ, acreditamos que a
procedéncia deste achado seja o efeito do veneno, ja que conhecidamente ele
causa graves efeitos locais’.

Autores relatam que a tecnologia de termografia infravermelha prospectiva
(FLIR) é um método promissor como um complemento as modalidades de imagem
atuais, mas requer mais estudos para comparacao®. Outros autores relatam que
seu uso na medicina veterinaria deve ser mais explorado para acompanhamento de
processos inflamatérios®® e por ser um método nao invasivo, indolor, nao
necessitando do uso de sedativos e por ndo emitir radiagdo ionizante®®*. As
limitagdes do estudo atual com relagédo a avaliagao termografica incluem o tamanho
pequeno da amostra e a falta de comparagdo com outra metodologia como por
exemplo o ultrassom com doppler, desta forma, sugerimos que outros estudos sejam
realizados com maior numero de animais, comparando os dados da termografia com
outra metodologia.

Conclui-se que na avaliacdo local do membro inoculado com o veneno de
Lachesis muta muta, a dose de 1mg/Kg causou severos efeitos locais, o 6leo de
girassol ozonizado favoreceu a cicatrizagdo das feridas induzidas pelo veneno e o

mesmo ndo causou nenhum efeito adverso local.
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The journal is keen to publish original research and review articles on experimental,
clinical and epidemiological studies of functional, biochemical and structural
disorders induced by exposure to chemicals or drugs, materials, or for example
airborne particles. The journal also publishes papers dealing with exposure of human
in e.g. occupational environments, and papers dealing with risk assessment of
chemicals or materials.

Please note that reports involving human participants or animals must adhere to the
respective legal and ethical guidelines.

HET will not accept papers on herbal extracts unless the chemical composition of the
extract has been sufficiently characterized to allow others to reproduce the work
reported. The method section of the paper must clearly describe, in sufficient
details, the experimental methods to allow others to reproduce the work reported in
the paper. HET no longer accepts case studies/reports.

Summary of manuscript structure:

Manuscripts should be typed, double-spaced, on one side of the paper only, and
should be structured into sections as follows:

Title page; Summary (abstract) and keywords; Introduction; Methods; Results;
Discussion; Acknowledgements (details of supporting grants, permission for
reproduction of copyright materials, etc.); References. Each section should begin on
a new sheet. Other subsection headings within these main sections may be used but
should be limited.

The main title should be explicit and specific (80 character limit) and an abbreviated
(running) title (40-50 character limit) should be given.

The summary (abstract) should form a synopsis of the work, at the same time
underlining the contribution of the research to the understanding of toxicology; it
should be no more than 200 words in length.

Keywords (3-6) must be supplied otherwise the paper cannot be included in the
annual index.

Review articles
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The editors invite review articles on relevant and current topics in toxicology. Each
review should contain a summary, an introduction to the topic, a careful review of the
relevant and current literature, conclusions of the reviewed literature and
recommendations, if applicable. Both invited and solicited review can be published.

The journal will publish both mini-reviews (about 10 typewritten, double-spaced
pages) and full-length, more thorough reviews (not to exceed 50 typewritten, double-
spaced pages).

The reviews, either mini-reviews or full-length reviews, should provide a timely view
on the topic covered. Figures, figure legends, tables and references are included
within the allotted pages. These reviews should follow the reference, figure, figure
legend and table system used for original articles published in Human and
Experimental Toxicology.
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1.3.1 Make your article discoverable

When writing up your paper, think about how you can make it discoverable. The title,
keywords and abstract are key to ensuring readers find your article through search
engines such as Google. For information and guidance on how best to title your
article, write your abstract and select your keywords, have a look at this page on the

Gateway: How to Help Readers Find Your Article Online
Back to top

2. Editorial policies

2.1 Peer review policy

Human and Experimental Toxicology adheres to a blinded peer review process in
which the reviewer's name is withheld from the author unless the reviewer requests
a preference for their identity to be revealed.

The Editors’ decision in the acceptance of a given paper is final.
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As part of the submission process you will be asked to provide the names of peers
who could be called upon to review your manuscript. Recommended reviewers
should be experts in their fields and should be able to provide an objective
assessment of the manuscript. Please be aware of any conflicts of interest when
recommending reviewers. Examples of conflicts of interest include (but are not limited

to) the below:

o The reviewer should have no prior knowledge of your submission
o The reviewer should not have recently collaborated with any of the authors
o Reviewer nominees from the same institution as any of the authors are not

permitted

Please note that the Editors are not obliged to invite/reject any
recommended/opposed reviewers to assess your manuscript. Authors must include
2-3 potential reviewers with current email address or the manuscript will be

returned to the authors until such are added.
2.2 Authorship

Papers should only be submitted for consideration once consent is given by all
contributing authors. Those submitting papers should carefully check that all those
whose work contributed to the paper are acknowledged as contributing authors.

The list of authors should include all those who can legitimately claim authorship.
This is all those who:

1. Made a substantial contribution to the concept or design of the work; or
acquisition, analysis or interpretation of data,
Drafted the article or revised it critically for important intellectual content,
3. Approved the version to be published,
Each author should have participated sufficiently in the work to take public

responsibility for appropriate portions of the content.

Authors should meet the conditions of all of the points above. When a large,
multicentre group has conducted the work, the group should identify the individuals
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who accept direct responsibility for the manuscript. These individuals should fully
meet the criteria for authorship.

Acquisition of funding, collection of data, or general supervision of the research group
alone does not constitute authorship, although all contributors who do not meet the
criteria for authorship should be listed in the Acknowledgments section. Please refer
to the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) authorship guidelines for

more information on authorship.
2.3 Acknowledgements

All contributors who do not meet the criteria for authorship should be listed in an
Acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include
a person who provided purely technical help, or a department chair who provided
only general support.

2.3.1 Third party submissions

Where an individual who is not listed as an author submits a manuscript on behalf of
the author(s), a statement must be included in the Acknowledgements section of the
manuscript and in the accompanying cover letter. The statements must:

o Disclose this type of editorial assistance — including the individual's name,
company and level of input

e Identify any entities that paid for this assistance

o Confirm that the listed authors have authorized the submission of their
manuscript via third party and approved any statements or declarations, e.g.

conflicting interests, funding, etc.

Where appropriate, SAGE reserves the right to deny consideration to
manuscripts submitted by a third party rather than by the authors themselves.

Any acknowledgements should appear first at the end of your article prior to your
Declaration of Conflicting Interests (if applicable), any notes and your References.

2.3.2 Writing assistance

Individuals who provided writing assistance, e.g. from a specialist communications
company, do not qualify as authors and so should be included in the
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Acknowledgements section. Authors must disclose any writing assistance — including
the individual’s name, company and level of input — and identify the entity that paid
for this assistance. It is not necessary to disclose use of language polishing services.

2.4 Funding

Human and Experimental Toxicology requires all authors to acknowledge their
funding in a consistent fashion under a separate heading. Please visit the Funding
Acknowledgements page on the SAGE Journal Author Gateway to confirm the format

of the acknowledgment text in the event of funding, or state that: This research
received no specific grant from any funding agency in the public, commercial, or not-
for-profit sectors.

2.5 Declaration of conflicting interests

It is the policy of Human and Experimental Toxicology to require a declaration of
conflicting interests from all authors enabling a statement to be carried within the
paginated pages of all published articles.

Please ensure that a ‘Declaration of Conflicting Interests’ statement is included at the
end of your manuscript, after any acknowledgements and prior to the references. If
no conflict exists, please state that “The Author(s) declare(s) that there is no conflict
of interest’. For guidance on conflict of interest statements, please see the ICMJE
recommendations here.

2.6 Research ethics and patient consent

Medical research involving human subjects must be conducted according to
the World Medical Association Declaration of Helsinki.

Submitted manuscripts should conform to the ICMJE Recommendations for the Conduct,

Reporting, Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical Journals, and all papers

reporting animal and/or human studies must state in the methods section that the
relevant Ethics Committee or Institutional Review Board provided (or waived)
approval. Please ensure that you have provided the full name and institution of the
review committee, in addition to the approval number.
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For research articles, authors are also required to state in the methods section
whether participants provided informed consent and whether the consent was written
or verbal.

Information on informed consent to report individual cases or case series should be
included in the manuscript text. A statement is required regarding whether written
informed consent for patient information and images to be published was provided by
the patient(s) or a legally authorized representative.

Please also refer to the ICMJE Recommendations for the Protection of Research
Participants

All research involving animals submitted for publication must be approved by an
ethics committee with oversight of the facility in which the studies were conducted.
The journal has adopted the Consensus Author Guidelines on Animal Ethics and Welfare

for Veterinary Journals published by the International Association of Veterinary Editors.

2.7 Clinical trials

Human and Experimental Toxicology conforms to the ICMJE requirement that clinical

trials are registered in a WHO-approved public trials registry at or before the time of
first patient enrolment as a condition of consideration for publication. The trial registry
name and URL, and registration number must be included at the end of the abstract.

2.8 Reporting guidelines

The relevant EQUATOR Network reporting guidelines should be followed depending

on the type of study. For example, all randomized controlled trials submitted for
publication should include a completed CONSORT flow chart as a cited figure and the
completed CONSORT checklist should be uploaded with your submission as a
supplementary file. Systematic reviews and meta-analyses should include the
completed PRISMA flow chart as a cited figure and the completed PRISMA checklist
should be uploaded with your submission as a supplementary file. The EQUATOR
wizard can help you identify the appropriate guideline.

Other resources can be found at NLM’s Research Reporting Guidelines and Initiatives.
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SAGE acknowledges the importance of research data availability as an integral part
of the research and verification process for academic journal articles.

Human and Experimental Toxicology requests all authors submitting any primary
data used in their research articles to be published in the online version of the
journal, or provide detailed information in their articles on how the data can be
obtained. This information should include links to third-party data repositories or
detailed contact information for third-party data sources. Data available only on an
author-maintained website will need to be loaded onto either the journal’s platform or
a third-party platform to ensure continuing accessibility.

Examples of data types include but are not limited to statistical data files, replication
code, text files, audio files, images, videos, appendices, and additional charts and
graphs necessary to understand the original research. The editor(s) may consider
limited embargoes on proprietary data. The editor(s) can also grant exceptions for
data that cannot legally or ethically be released. All data submitted should comply
with Institutional or Ethical Review Board requirements and applicable government
regulations. For further information, please contact the editorial office.
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3.1 Publication ethics

SAGE is committed to upholding the integrity of the academic record. We encourage
authors to refer to the Committee on Publication Ethics’ International Standards for

Authors and view the Publication Ethics page on the SAGE Author Gateway.

3.1.1 Plagiarism

Human and Experimental Toxicology and SAGE take issues of copyright
infringement, plagiarism or other breaches of best practice in publication very
seriously. We seek to protect the rights of our authors and we always investigate
claims of plagiarism or misuse of published articles. Equally, we seek to protect the
reputation of the journal against malpractice. Submitted articles may be checked with
duplication-checking software. Where an article, for example, is found to have
plagiarised other work or included third-party copyright material without permission or
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with insufficient acknowledgement, or where the authorship of the article is
contested, we reserve the right to take action including, but not limited to: publishing
an erratum or corrigendum (correction); retracting the article; taking up the matter
with the head of department or dean of the author's institution and/or relevant
academic bodies or societies; or taking appropriate legal action.

3.1.2 Prior publication

If material has been previously published it is not generally acceptable for publication
in a SAGE journal. However, there are certain circumstances where previously

published material can be considered for publication. Please refer to the guidance on
the SAGE Author Gateway or if in doubt, contact the Editor at the address given below.

3.2 Contributor's publishing agreement

Before publication, SAGE requires the author as the rights holder to sign a Journal
Contributor’s Publishing Agreement. SAGE’s Journal Contributor’s Publishing
Agreement is an exclusive licence agreement which means that the author retains
copyright in the work but grants SAGE the sole and exclusive right and licence to
publish for the full legal term of copyright. Exceptions may exist where an assignment
of copyright is required or preferred by a proprietor other than SAGE. In this case
copyright in the work will be assigned from the author to the society. For more
information please visit the SAGE Author Gateway.

3.3 Open access and author archiving

Human and Experimental Toxicology offers optional open access publishing via the
SAGE Choice programme. For more information please visit the SAGE Choice
website. For information on funding body compliance, and depositing your article in
repositories, please visit SAGE Publishing Policies on our Journal Author Gateway.
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The preferred format for your manuscript is Word. LaTeX files are also accepted.
Word and (La)Tex templates are available on the Manuscript Submission

Guidelines page of our Author Gateway.
4.2 Artwork, figures and other graphics

For guidance on the preparation of illustrations, pictures and graphs in electronic
format, please visit SAGE’s Manuscript Submission Guidelines.

Figures supplied in colour will appear in colour online regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in colour in the printed version. For specifically
requested colour reproduction in print, you will receive information regarding the
costs from SAGE after receipt of your accepted article.

4.3 Supplementary material

This journal is able to host additional materials online (e.g. datasets, podcasts,
videos, images etc) alongside the full-text of the article. For more information please
refer to our guidelines on submitting supplementary files.

4.4 Reference style

Human and Experimental Toxicology adheres to the SAGE Vancouver reference style.

View the SAGE Vancouver guidelines to ensure your manuscript conforms to this

reference style.

If you use EndNote to manage references, you can download the SAGE Vancouver

EndNote output file.

4.5 English language editing services

Authors seeking assistance with English language editing, translation, or figure and
manuscript formatting to fit the journal’s specifications should consider using SAGE
Language Services. Visit SAGE Language Services on our Journal Author Gateway for

further information.
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Human and Experimental Toxicology is hosted on SAGE Track, a web based online
submission and peer review system powered by ScholarOne™ Manuscripts.
Visit http://mc.manuscriptcentral.com/het to login and submit your article online.

IMPORTANT: Please check whether you already have an account in the system
before trying to create a new one. If you have reviewed or authored for the journal in
the past year it is likely that you will have had an account created. For further
guidance on submitting your manuscript online please visit ScholarOne Online Help.

5.1 ORCID

As part of our commitment to ensuring an ethical, transparent and fair peer review
process SAGE is a supporting member of ORCID, the Open Researcher and Contributor

ID. ORCID provides a unique and persistent digital identifier that distinguishes
researchers from every other researcher, even those who share the same name,
and, through integration in key research workflows such as manuscript and grant
submission, supports automated linkages between researchers and their
professional activities, ensuring that their work is recognized.

The collection of ORCID iDs from corresponding authors is now part of the
submission process of this journal. If you already have an ORCID iD you will be
asked to associate that to your submission during the online submission process. We
also strongly encourage all co-authors to link their ORCID ID to their accounts in our
online peer review platforms. It takes seconds to do: click the link when prompted,
sign into your ORCID account and our systems are automatically updated. Your
ORCID iD will become part of your accepted publication’s metadata, making your
work attributable to you and only you. Your ORCID iD is published with your article so
that fellow researchers reading your work can link to your ORCID profile and from
there link to your other publications.

If you do not already have an ORCID iD please follow this link to create one or visit
our ORCID homepage to learn more.

5.2 Information required for completing your submission

You will be asked to provide contact details and academic affiliations for all co-
authors via the submission system and identify who is to be the corresponding
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author. These details must match what appears on your manuscript. At this stage
please ensure you have included all the required statements and declarations and
uploaded any additional supplementary files (including reporting guidelines where
relevant).

5.3 Permissions

Please also ensure that you have obtained any necessary permission from
copyright holders for reproducing any illustrations, tables, figures or lengthy
quotations previously published elsewhere. For further information including
guidance on fair dealing for criticism and review, please see the Copyright and
Permissions page on the SAGE Author Gateway
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6. On acceptance and publication
6.1 SAGE Production

Your SAGE Production Editor will keep you informed as to your article’s progress
throughout the production process. Proofs will be sent by PDF to the corresponding
author and should be returned promptly. Authors are reminded to check their proofs
carefully to confirm that all author information, including names, affiliations, sequence
and contact details are correct, and that Funding and Conflict of Interest statements,
if any, are accurate. Please note that if there are any changes to the author list at this
stage all authors will be required to complete and sign a form authorising the change.

6.2 Online First publication

Online First allows final articles (completed and approved articles awaiting
assignment to a future issue) to be published online prior to their inclusion in a
journal issue, which significantly reduces the lead time between submission and
publication. Visit the SAGE Journals help page for more details, including how to cite

Online First articles.
6.3 Access to your published article

SAGE provides authors with online access to their final article.
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6.4 Promoting your article

Publication is not the end of the process! You can help disseminate your paper and
ensure it is as widely read and cited as possible. The SAGE Author Gateway has
numerous resources to help you promote your work. Visit the Promote Your

Article page on the Gateway for tips and advice.
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Any correspondence, queries or additional requests for information on the manuscript
submission process should be sent to the Human and Experimental
Toxicology editorial office as follows:

Editor-in-Chief, Kai Savolainen at kai.m.savolainen@gmail.com
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