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RESUMO

Avaliacéao clinica e da hepatotoxicidade do veneno de Crotalus durissus
terrificus e do soro antiofidico em ratos Wistar

Este estudo avaliou os efeitos hepatotoxicos do veneno de Crotalus durissus
terrificus e soro antiofidico em 120 ratos Wistar, através da realizacdo de exames
fisico, laboratorial e histopatolégico. Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais, com trinta animais em cada grupo, sendo: grupo controle (C) -
recebeu solucdo de cloreto de sodio 0,9%; grupo veneno (V) - recebeu veneno
crotalico 1mg/Kg; grupo soro antiofidico (S) - recebeu soro antiofidico na dose
indicada para neutralizar o veneno; grupo veneno e soro (VS) - recebeu veneno
crotdlico e ap06s 6 horas o soro antiofidico. A avaliacdo clinica e a colheita de
material para exames laboratorial e histopatologico do figado foram realizadas nos
momentos 2 horas (n=10), 8 horas (n=10) e 24 horas (n=10) para todos 0s grupos.
Observou-se para o0 grupo S elevacédo sérica da enzima fosfatase alcalina (FA),
infiltrado inflamatadrio, alteracdes nas células de Kupffer, necrose e degeneracgéo de
hialina; Grupo V diminuicdo da frequéncia cardiaca no decorrer do tempo, aumento
na temperatura retal (TR), elevacdo da FA, elevacdo sérica da aspartato
aminotransferase (AST), infiltrado inflamatodrio, alteracfes nas células de Kupffer,
necrose e degeneracdo de hialina; Grupo VS aumento da TR e na frequéncia
respiratOria, elevacao sérica da FA, elevacdo sérica da AST, elevacao sérica da
alanina aminotransferase (ALT), infiltrado inflamatdrio, alteragbes nas células de
Kupffer, necrose e degeneracéo de hialina. Os resultados encontrados indicam que
0 veneno crotélico e o soro antiofidico, associados ou néo, alteram os parametros
clinicos e provocam danos hepaticos nas doses e momentos estudados. No
entanto, sS40 necessarios novos estudos com o0 veneno crotalico e a soroterapia
para que se possa entender o efeito do tempo nas alteracdes e a porcentagem de
contribuicdo do soro isolado na hepatotoxicidade. Além disso, investigar a
necessidade de tratamentos complementares para a protecao hepatica.

Palavras chave: Crotalus durissus terrificus. Hepatotoxicidade. Veneno crotalico.
Soro antiofidico.



ABSTRACT

Clinical and hepatotoxicity of the venom of Crotalus durissus terrificus
and snakebite serum in Wistar rats

This study evaluated the effects of the venom from Crotalus durissus terrificus and
shakebite serum on the clinical signs and liver function in 120 Wistar rats by
performing physical examinations, laboratory and histopathology tests. The animals
were divided into four experimental groups of thirty animals in each group. The
control group (C) - received only solution of sodium chloride 0.9%; Group venom (V) -
received 1mg/kg venom; Group snakebite serum (S) - received the indicated dose
snakebite serum to neutralize the poison; Poison and serum group (VS) - received
venom and the snakebite serum six hours later. The clinical evaluation and specimen
obtained for laboratory and histological examinations were performed at time 2 hours,
8 hours and 24 hours in all groups. It was observed for the S Group elevation of
serum enzyme alkaline phosphatase (FA), inflammatory reaction, changes in Kupffer
cells, necrosis and hyaline degeneration; Group V heart rate decrease over time,
increase in rectal temperature (TR), increased FA, increase of serum aspartate
aminotransferase (AST), inflammatory infiltrate, changes in Kupffer cells, necrosis
and hyaline degeneration; Group VS increased TR and also respiratory rate,
elevated serum FA, AST and alanine aminotransferase (ALT), inflammatory reaction,
changes in Kupffer cells, necrosis and hyaline degeneration. The results indicate that
the venom and snakebite serum alter the clinical parameters and cause liver damage
at the doses and times studied. However, further studies with the venom and
antivenom to be able to understand the effect of time and changes in the percentage
contribution of hepatotoxicity in serum isolated. In addition, to investigate the need for
additional treatments to protect the liver.

Keywords: Crotalus durissus terrificus. Hepatotoxicity. Crotalus Venom. Snakebite
serum.
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1 INTRODUCAO, REVISAO DE LITERATURA E OBJETIVO

A Organizacdo Mundial de Saude (1981) reconhece que ha pouca
informacéo cientifica sobre os danos causados por acidentes provocados por
animais peconhentos. Romano-Hoge (1990) destaca que esse tipo de acidente
constitui causa importante de agravo a saude em nosso pais e, segundo Barraviera
e Ferreira Junior (2007), as serpentes (Figura 1) sao as principais causadoras destas
intoxicacoes.

Existem cerca de trés mil espécies de serpentes no mundo e
guatrocentas e dez delas sédo consideradas pegonhentas. Considerando 0s prejuizos
na area veterinaria e os investimentos no tratamento destes acidentes em animais e
humanos é que a atualizacdo dos profissionais de saude torna-se fundamental
(BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

FIGURA 1 — Serpente Peconhenta

Fonte: (ARAGUAIA, 2012).

1.1 Serpentes

No Brasil as serpentes sdo conhecidas pelo termo popular cobra, do
latim colubra, e designa qualquer serpente, peconhenta ou ndo. O termo mais
incomum é ofidio, do grego ophidion diminutivo de ophis, que significa serpente
(ROMANO-HOGE, 1990). Pertencem a Ordem Squamata, Classe Reptila. Duzentas
e cinquenta e seis estdo catalogadas, sendo sessenta e nove peconhentas. A

distribuicdo das espécies peconhentas encontradas € a seguinte: trinta e duas do
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género Bothrops, seis do género Crotalus, duas do género Lachesis e vinte e nove
do género Micrurus (BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

No periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2009, foram registrados
142.882 acidentes ofidicos, o que representa uma meédia de 28.576 casos/ano
(BRASIL, 2011).

Os indices de letalidade variam de acordo com o periodo estudado e
parecem reduzir com o passar dos anos. Em 1949, o indice registrado foi de 2,45%
para ofidismo no Brasil, enquanto em 1971 este indice chegou a 1,75% e em 1985
em 0,89% (SOERENSEN, 1990). Em 1998 o indice foi de 0,43% (BRASIL, 1998b) e
no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2009 o indice de letalidade para estes
acidentes foi de 0,39% (BRASIL, 2011).

O indice varia também entre os géneros das serpentes, sendo 0,31%
para o género Bothrops (jararaca), 0,36% para o género Micrurus (coral), 0,95%
para o género Lachesis (surucucu) e 1,85% para o género Crotalus (cascavel). Em
aproximadamente 19% dos Obitos ndo sao informados os géneros das serpentes
envolvidas nos acidentes (BRASIL, 1998b).

A caracteristica mais marcante de uma serpente é a auséncia de
membros/patas, a flexibilidade e os movimentos serpentiformes caracteristicos que
sdo possibilitados por numerosas vértebras interligadas (PUORTO, 1992). O corpo é
alongado, recoberto por escamas epidérmicas que as protegem nos terrenos
irregulares, vegetacao, agua e etc. A pele é maleavel, se distende e retrai conforme
a necessidade e situacdo (SOERENSEN, 1990). A temperatura corporal é variavel
entre espécies, ficando entre 28°C e 34°C. A termorregulagdo é realizada na troca
entre ambientes e também pelo enrolamento ou extensdo do corpo (JIM; SAKATE,
1994).

Constituem um grupo altamente especializado. Nao possuem timpano
ou abertura externa do ouvido nem palpebras modveis. Possuem 11 tipos de
glandulas associadas a alimentacdo na cabeca que envolve abundante salivacao
(JIM; SAKATE, 1994) e, na maioria delas, glandulas de veneno situadas em ambos
os lados da cabeca ao longo do maxilar que ultrapassam a regido nucal. A peconha
é inoculada no ato da apreenséo da vitima através da contracdo dos musculos no
momento da picada, que espreme a glandula e provoca a saida do veneno
(SOERENSEN, 1990).
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Normalmente sdo divididas quanto a denticdo e a capacidade de injetar
a peconha em quatro grupos: aglifa (dentes macicos, sem sulco ou canal central),
opistoglifa (par de dentes maiores implantados na extremidade posterior do maxilar
superior, providos de sulco, porém com dificuldade de introduzir a peconha),
proterdglifa (um par de dentes mais longos e fortes que os restantes, providos de
profunda chanfradura) e solendglifa (um par de dentes moveis e muito
desenvolvidos, providos de canal central que se comunica com o canal excretor da
glandula de veneno) (SOERENSEN, 1990; JIM; SAKATE, 1994).

As serpentes que apresentam denticdo do tipo &glifa sdo consideradas
serpentes ndo peconhentas (Boa constrictor, Eunectes murinus, Corallus caninus). A
posicdo das presas das serpentes com denticdo do tipo opistoglifa dificulta a
inoculacdo do veneno, porém, eventualmente, podem causar intoxicacdes ou
envenenamentos (Oxyrhopus guibei, Pseudoboa Clélia, Philodryas olfersii). As
serpentes com denticdo proterdglifa inoculam veneno, mas séo responsaveis por
menos de 1% das intoxicagdes no Brasil (Micrurus corallinus). O tipo mais
perfeito de aparelho venenifero que se conhece, dentre as serpentes, € a denticdo
do tipo solendglifa (Figura 2) (Bothrops jararaca, Crotalus durissus, Lachesis muta)
(BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

FIGURA 2 - Denticao Tipo Solendglifa

Fonte: (ARAGUAIA, 2012).
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A lingua é delgada e bifida, capaz de captar estimulos e pode sair
mesmo quando a boca esté fechada, através da chanfradura da mandibula (Figura
3). O olfato é realizado por movimentos vibratérios da lingua e este processo permite
a serpente encontrar e apanhar suas presas. A mandibula é composta de duas
partes ligadas por um frouxo ligamento, as articulagbes também séo frouxas, o que
contribui para melhor distensdo da boca ao apanhar e engolir presas grandes
(SOERENSEN, 1990).

FIGURA 3 - Lingua Bifida da Serpente.

Fonte: (KOCH, 2012).

As serpentes podem sobreviver um ano ou mais sem alimento ou se
alimentar de varios animais em um mesmo dia. S&o facilmente irritaveis,
principalmente ap6s a alimentacdo e regurgitam o animal ingerido quando
ameacadas. A maioria delas é carnivora, se alimentam de roedores, passaros,
moluscos, lagartixas, réds, ovos, peixes e de outras serpentes. A presa é engolida
inteira, a digestéo € lenta, podendo durar varios dias (SOERENSEN, 1990).

A pele é constituida por trés camadas: a derme é a mais profunda e
espessa, a epiderme forma a camada acima da derme e produz a camada externa
cornificada (JIM; SAKATE, 1994). Toda a camada cornea da serpente € renovada,
em um processo chamado de muda ou ecdise (BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR,
2007), surgindo uma pele nova, lisa, brilhante e colorida. O processo inicia-se pela
cabeca e durante este periodo a serpente ndo se alimenta. O nimero de mudas por
ano é variavel de acordo com as espécies e condicdes fisicas do animal, no geral
mudam de pele uma a quatro vezes no ano (SOERENSEN, 1990).
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As serpentes sao desprovidas de timpano e da cavidade do ouvido
médio, a capacidade auditiva € pouca para 0S sons perceptiveis ao homem
(SOERENSEN, 1990). Sdo chamadas de oviparas quando pfe ovos (Micrurus e
Lachesis) e de viviparas quando parem filhotes prontos (Bothrops e Crotalus). As
serpentes viviparas apresentam um periodo de gestagao varidvel em torno de quatro
a cinco meses. Os filhotes nascem com seu aparelho secretor e inoculador de
veneno funcionando e podem provocar graves acidentes (BARRAVIERA;
FERREIRA JUNIOR, 2007).

Reconhecer o género da serpente agressora € um dos meios para a
definicAo do diagndstico etioldgico, permitindo, consequentemente, a utilizacdo
correta e imediata do soro adequado. As serpentes peconhentas possuem presas
anteriores, com orificio central ou sulco, cabeca destacada do corpo, a cauda afina
abruptamente, um par de fossetas loreais (exceto no género Micrurus) e pupilas em
fenda. Possuem habitos noturnos e costumam ser vagarosas (BRASIL, 1998a).

A fosseta loreal (Figura 4) € uma abertura situada entre a boca e a
narina que realiza a termorrecepcdo (capta vibracbes do ar e detecta ondas
térmicas), permitindo a esses animais uma maior facilidade na captura do alimento
(BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007). Segundo Puorto (1992), serpentes que
nao apresentam fosseta loreal e presas anteriores ndo sao peconhentas.

FIGURA 4 - Serpentes Peconhentas - Fosseta Loreal

Fonte: (KOCH, 2012).

A porcao final da cauda lisa é caracteristica do género Bothrops

(Jararaca, Ururtu, Jararacugu, Cotiara), escamas ericadas indica que a serpente
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pertence ao género Lachesis (Surucucu, Pico de Jaca) e a presenca de chocalho

indica que a serpente € do género Crotalus (PUORTO, 1992).

1.2 Serpente Crotalus Durissus

A serpente responsavel pela maior taxa de letalidade é do género
Crotalus (JORGE; RIBEIRO, 1990). E conhecida popularmente pelo nome de
Cascavel, Cascavel de quatro ventas, Boicininga ou Maracabdia (PUORTO, 1992).
Encontram-se distribuidas no Brasil em seis subespécies (Cotalus durissus terrificus,
Crotalus durissus colllilineatus, Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus
ruruima, Crotalus durissus marajoensis e Crotalus durissus trigonicus)
(BARRAVIERA, 1994).

Ribeiro et al. (1998) analisaram 12.639 acidentes por serpentes
peconhentas notificados com 43 casos de o6bito (0,34%). O género da serpente foi
identificado em 11.297 acidentes e em 41 dos envenenamentos fatais. As serpentes
do género Bothrops foram as principais causadoras de acidentes (87%) e de 6bitos,
mas a porcentagem de acidentes por Crotalus durissus que evoluiu para obito foi
maior, reforcando o conhecimento da maior letalidade do acidente crotalico em
relagédo ao botropico.

A ponta da cauda é modificada formando um “botdo terminal”’, com
cobertura que ndo se destaca durante a muda. Por ocasido de cada muda, mais um
residuo de pele se junta aos anteriores e forma um conjunto de residuos capaz de
produzir ruido ao movimento, chamado de chocalho ou guizo (Figura 5)
(SOERENSEN, 1990). Sao encontradas em campos abertos, areas secas, arenosas
e pedregosas, raramente na faixa litoranea. Nao tém habito de atacar e denuncia
sua presenca pelo ruido caracteristico da cauda (RIBEIRO; JORGE; IVERSSON,
1995).
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FIGURA 5 - Chocalho ou Guizo na Extremidade da Cauda

Fonte: (KOCH, 2012).

A maioria dos acidentes ocorre no verao, ou seja, entre janeiro e abril
de cada ano, que coincidem com a época destinada ao preparo, plantio e colheita da
safra agricola (BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007). Mise, Lira-da-Silva e
Carvalho (2007), confirmaram em seu estudo que grande parte dos acidentes
ocorreu no ambiente rural. Oliveira et al. (2008) analisaram os dados de 45
pacientes e 80% destes exerciam atividade agricola no momento do acidente. De
acordo com Barraviera e Ferreira Junior (2007), as regifes mais acometidas sdo os
membros inferiores (62,75%), seguidas dos membros superiores.

1.3 Intoxicacao Crotélica

As serpentes Crotalus durissus possuem veneno de composi¢cao
complexa e constituido de enzimas, toxinas e peptideos, com ac¢des miotoxica,
neurotdxica, coagulante e hepatotdxica. O fracionamento do veneno revela as
seguintes fracdes enzimaticas: 5-nucleotidases, fosfodiesterases, enzima tipo
trombina, l-aminooxidases, atividades da calicreina tipo tecidual e hidrolase do NAD.
As toxinas separadas foram: crotamina, crotapotina, fosfolipase A2, girotoxina e
convulxina (BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007). Os efeitos biolégicos do
complexo téxico-enzimatico da peconha crotalica variam nas diferentes espécies
animais (MARQUES; CUPO; HERING, 1992).
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O exame clinico do paciente deve ser iniciado pela avaliacdo do local
da picada, sendo que no acidente crotalico o quadro local é pouco expressivo,
geralmente sem edema ou dor, com relatos de parestesia local. Neste tipo de
acidente ndo ha relacdo entre os sintomas locais e a gravidade do envenenamento
(BARRAVIERA, 1994). Procedimentos como garroteamento, escarificacbes ou
succao do local podem provocar aparecimento de edema ou lesdes cutaneas
variaveis (MARQUES; CUPO; HERING, 1992).

1.3.1 Agdo miotoxica

A crotoxina € um complexo composto por subunidades, uma proteina
denominada fosfolipase A, uma proteina denominada crotapotina e uma mistura
(fracdo Ill), que s&o pouco toéxicas isoladamente (MARQUES; CUPO; HERING,
1992). De acordo com Barraviera e Ferreira Janior (2007), a ligagdo quimica entre a
fosfolipase A e a crotapotina nao € do tipo covalente e, portanto, € uma ligacéo fraca
e reversivel. E a fracdo do veneno melhor conhecida do ponto de vista
fisiopatoldgico.

O estudo realizado por Azevedo-Marques et al. (1982) revelou o efeito
miotéxico do veneno crotalico em pessoas vitimas de acidentes com esta serpente.
Neste estudo o veneno provocou lesdes em fibras esqueléticas. Azevedo-Marques
et al. (1985) demonstraram a acdo do veneno lesando as fibras musculares
estriadas, comprovando que a agressdo muscular € acompanhada de mialgia.
Sendo assim, pode ocorrer queixa de dor muscular generalizada de aparecimento
precoce, mais intensa nos casos mais graves.

A atividade miotOxica sistémica, caracterizada pela liberacdo de
mioglobina para o sangue e urina, estd bem estabelecida (BARRAVIERA,;
FERREIRA JUNIOR, 2007). Como resultado da midlise, ha liberagdo de mioglobina
(confundida inicialmente com a hemoglobina) e enzimas para a circulacdo
sanguinea, podendo-se observar valores elevados de creatinoquinase (CK),
desidrogenase lactica (DHL), transaminase glutamico-oxalacética (TGO),
transaminase glutdmico-pirtvica (TGP) e aldolase (MARQUES; CUPO; HERING,
1992).

A urina nas primeiras 6 horas pode tornar-se avermelhada e

progressivamente marrom (&mbar) nas horas subsequentes, demonstrando a
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eliminacdo de mioglobina, pigmento liberado do tecido muscular. A mioglobinuria
constitui a manifestac@o clinica mais evidente da existéncia de rabdomidlise. Nao
havendo dano renal, a urina readquire sua coloracdo habitual em um ou dois dias
(MARQUES; CUPO; HERING, 1992). O diagnéstico de rabdomidlise pode ser
comprovado pela elevacdo dos niveis séricos de CK, DHL e aspartato
aminotransferase (AST) e confirmado com a deteccdo de mioglobina em soro e
urina. O exame histopatoléogico muscular também pode contribuir de forma
importante na confirmacgdo de rabdomidlise (BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR,
2007).

A maior parte das informacdes sobre alteracbes teciduais foi obtida a
partir de observacdes anatomo-patoldgicas e de estudos experimentais relacionados
as peconhas ofidicas (DAL PAI; SANTOS NETO, 1994). A comprovacgao direta da
atividade miotdxica sistémica do veneno crotalico foi obtida com a execucdo de
biopsias de tecido muscular esquelético, sempre a distancia em relagdo ao ponto de
inoculacdo do veneno. O aspecto focal das lesdes pode ser resultado de algumas
alteracdes da microcirculacao, evidenciadas em algumas bidpsias, ou da existéncia
de agressédo seletiva a tipos especificos de fibras (MARQUES; CUPO; HERING,
1992).

As alteracdes anatomopatologicas ocorrem quatro a seis horas apos a
inoculacdo da crotoxina no musculo, o que ndo ocorre com a inoculacdo de
diferentes quantidades da crotapotina isolada. Observa¢des experimentais concluem
que a associacdo das subunidades leva a uma potencializacdo dos efeitos
miotoxicos (BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

A crotamina é uma toxina polipeptidica béasica, pouco tdxica e
encontrada na peconha de cascavéis de certas regides do Brasil, Argentina e
Bolivia. Atua na membrana das fibras musculares alterando sua permeabilidade ao
sédio, o que provoca espasmos musculares em alguns animais (MARQUES; CUPO;
HERING, 1992).

1.3.2 Acédo neurotoxica

As neurotoxinas isoladas, referidas por Vital Brazil, sdo a crotoxina,
crotamina, girotoxina e convulxina (MARQUES; CUPO; HERING, 1992).



20

A neurotoxina pré-sinaptica responsavel pela alta toxicidade do veneno
€ a crotoxina, que atua nas terminagfdes nervosas motoras inibindo a liberacdo da
acetilcolina pelos impulsos nervosos, principal fator responsavel pelo bloqueio
neuromuscular e portanto, pelas paralisias motoras e respiratorias observadas em
animais (MARQUES; CUPO; HERING, 1992). Causa paralisia em todas as espécies
animais estudadas, sendo tal paralisia semelhante ao efeito causado pelos curares
(BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

As manifestacbes decorrentes da atividade neurotoxica do veneno
geralmente se tornam evidentes nas primeiras seis horas, quando se evidencia a
gueda das palpebras (ptose palpebral) uni ou bilateral e flacidez da musculatura da
face, caracterizando a denominada “facies miasténica” ou “facies neurotéxica”. Ha
oftalmoplegia, podendo existir dificuldade na acomodacéo, alteracdo do diametro
pupilar (midriase) com referéncia a visdo turva, até “cegueira” e diplopia em
humanos (MARQUES; CUPO; HERING, 1992; BRASIL, 1998a).

No estudo em cédes de Koscinczuk et al. (2000) foi possivel observar
sinais neurolégicos poucos minutos apdés o acidente e no estudo de Amaral,
Magalhdes e Rezende (1991) houve relato de paralisia respiratoria em trés humanos
como complicacdo da intoxicacdo. A ptose palpebral, acompanhada de distarbios de
acomodacéo visual, geralmente referidos pelo paciente como “visdo duplicada dos
objetos” (diplopia) geralmente se instalam nas primeiras trés a seis horas apos a
picada. Alguns pacientes referem ainda perda transitoria da sensacao olfativa, de
modo geral os efeitos da agdo neurotdxica desaparecem, sem deixar sequelas,
dentro da primeira semana de ocorréncia do acidente (MARQUES; CUPO; HERING,
1992).

Ha relatos raros da ocorréncia de insuficiéncia respiratéria aguda,
interpretada como decorrente de paralisia da musculatura intercostal e/ou
diafragmatica (MARQUES; CUPO; HERING, 1992; BRASIL, 1998a). Estudos em
animais mostram também a presenca de vomitos, salivacdo intensa, diarreia, além
de convulsées. E possivel concluir que esta neurotoxina atue na pré-sinapse,
inibindo a liberacdo de acetilcolina, ja que estes achados sugerem que as paralisias
motoras e respiratdrias sejam decorrentes do bloqueio da juncdo neuromuscular
(BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

A girotoxina, descrita por Barrio, € famacologicamente pouco

conhecida, produzindo sindrome convulsiva em camundongos. A convulxina,
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descrita por Prado Franceschi, produz experimentalmente perturbacoes
respiratdrias, circulatérias e convulsdes, e atua sobre plaquetas (MARQUES; CUPO;
HERING, 1992). A convulxina e a girotoxina contribuem no aparecimento de
convulsdes, perturbacdes circulatorias e respiratorias em animais de experimentacao
(BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

1.3.3 Acao nefrotdxica

Nos casos tratados tardiamente e de forma inadequada a complicagéo
mais grave e frequente é a insuficiéncia renal aguda (IRA) (MARQUES,; CUPO;
HERING, 1992). O veneno crotalico diminuiu o fluxo sanguineo cortical renal e
contribuiu para a trombose dos capilares glomerulares (ROVERE et al., 1978).
Segundo Martins et al. (2002) a crotoxina € a principal responsavel pela
nefrotoxicidade causada pelo veneno de Crotalus durissus.

A excrecao da mioglobina isolada nédo leva a necrose tubular aguda
(NTA), sendo necessario associar outras condicdes como hipovolemia, urina acida
ou agente nefrotoxico (MARQUES; CUPO; HERING, 1992). Outros sintomas como
acidose metabolica e choque podem estar associados a rabdomidlise e contribuem
para a instalacéo da les&o renal (BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

1.3.4 Acao hematoldgica

De acordo com Barraviera e Ferreira Junior (2007), as alteractes
hematoldgicas encontradas estéo relacionadas aos leucocitos, eritrocitos, plaquetas
e fatores de coagulacéo. A hemolise do veneno so foi observada in vitro.

Acredita-se que o disturbio da coagulacdo sanguinea causada pelo
acidente crotélico deve-se a uma fracdo tipo trombina que é capaz de converter o
fibrinogénio diretamente em fibrina (in vitro), prolongando o tempo para ocorrer
coagulacdo (THOMAZINI; BARRAVIERA, 1994). O hemograma apresenta aumento
nos valores do hematocrito, aumento do numero total de leucécitos e velocidade de
hemosedimentacdo diminuida (antes do tratamento). As plaquetas podem estar
normais ou diminuidas, (BARRAVIERA, 1994; BRASIL, 1998b).
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1.3.5 Acédo hepatotoxica

O figado desempenha um papel importante na intoxicacdo, serve como
barreira organica a acdo dos venenos e, por esta razdo, muitos sdo o0s sintomas e
sinais relacionados com as suas lesGes anatdmicas e perturbacdes funcionais
(ALCANTARA, 1985).

O possivel dano hepatico produzido no envenenamento por Crotalus
durissus terrificus foi observado em um estudo em 1954 quando dois pacientes
humanos evoluiram com esteatose e congestao hepatica. Em 1973, pesquisadores
constataram a fixagcdo do veneno da espécie Crotalus durissus terrificus nos tecidos
hepaticos de ratos e em 1983 observaram, em um estudo experimental em gado,
degeneracéao hidropica, esteatose e necrose hepatica (BARRAVIEIRA et al., 1995).

Azevedo-Marques et al. (1985) também relataram esteatose hepatica e
aumento nos niveis de AST em dois pacientes atendidos em um hospital no estado
de Sé&o Paulo. Barraviera et al. (1989), constataram a hepatotoxicidade apos
observar niveis séricos de AST e alanina aminotrasferase (ALT) em um paciente
humano que foi a 6bito apos picada de Crotalus durissus terrificus. A autopsia foi
feita e 0 estudo histopatoldgico mostrou extensa necrose hepatica.

Em 1995, Barraviera et al., avaliaram dezesseis pacientes picados por
Crotalus durissus terrificus e concluiram que as alterac6es hepaticas sdo causadas
por pelo menos dois mecanismos: lesdo mitocondrial por efeito do veneno crotélico e
efeito das citoquinas, especialmente a interleucina-6. O estudo avaliou, através do
teste de bromosulfaleina (BSP), ALT e AST. Sé houve estudo histopatol6gico em um
paciente que foi a 6bito apds ser picado pela Crotalus durissus terrificos e este
mostrou degeneracao hepatocelular hidropica.

Herndndez Cruz et al. (2008), observaram diminuicdo nos niveis de
uréia apods intoxicacdo de camundongos com o veneno de Crotalus durissus
terrificus, sugerindo faléncia hepética. Franca et al. (2009) constataram
hepatotoxicidade aguda do veneno de Crotalus durissus terrificus em ratos,
comprovando que o mesmo produz um aumento na atividade das enzimas hepaticas

e ateracdes histologicas, sugerindo hepatotoxicidade.
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1.4 Tratamento na Intoxicacdo Crotalica

Baseado nas alteracbes clinicas e laboratoriais e visando orientar a
terapéutica, os acidentes crotélicos sao classificados em casos leves, moderados e
graves (BRASIL, 1998b). O tratamento especifico desses envenenamentos €
realizado com soro equino contra venenos de serpentes do mesmo género da que
causou o acidente (JORGE; RIBEIRO, 1990) e na quantidade suficiente para
neutralizar a quantidade de veneno que supostamente tenha sido inoculada. Para
minimizar as complicagdes, tratamentos auxiliares e de suporte devem ser
instituidos (NOGUEIRA, 2011).

Os seguintes fatores podem contribuir para a gravidade do acidente:
idade, peso, condi¢cdes gerais do organismo, quantidade de veneno inoculada e o
tempo decorrido entre o acidente e a instalagdo do tratamento adequado, local
atingido e sensibilidade individual (NOGUEIRA, 2011).

Os soros antiofidicos sdo medicamentos contendo imunoglobulinas
especificas purificadas. S&o produzidos a partir de plasma de animais, geralmente
equinos, hiperimunizados com venenos de animais peconhentos. A especificidade
dos soros foi assinalada por Vital Brasil, quando verificou que os soros antiofidicos
contra 0 veneno de serpentes européias, ndo neutralizava o veneno das serpentes
americanas (SOERENSEN, 1990).

O soro antiofidico exerce seu efeito também sobre o sistema imune.
Alguns autores observaram, ap0s sete dias de tratamento, aumento na velocidade
de hemossedimentacdo em 45,7% dos doentes e aumento da proteina C-reativa em
28,5%. Estes resultados reforcam a hipotese de que tanto o veneno quanto o soro
tém capacidade de induzir a liberacdo de mediadores quimicos capazes de
desencadear a reacao de fase aguda nos acidentes (THOMAZINI; BARRAVIERA,
1994).

A alta incidéncia e mortalidade nas intoxicacbes pelo veneno da
serpente Crotalus durissus terrificus e a escassez de dados sobre os efeitos da
hepatotoxicidade estimulam o desenvolvimento deste estudo, que tem como objetivo
avaliar a hepatotoxicidade do veneno de Crotalus durissus terrificus e do soro
antiofidico em ratos Wistar por meio de exames clinico, laboratorial e

histopatolégico.
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Avaliacéo Clinica e da Hepatotoxicidade do Veneno de Crotalus Durissus Terrificus e
do Soro Antiofidico em Ratos Wistar
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Resumo

Este estudo avaliou os efeitos clinicos e hepatotéxicos do veneno de Crotalus
durissus terrificus e soro antiofidico em 120 ratos Wistar, através da realizacdo de exames
fisico, laboratorial e histopatoldégico. Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais, com trinta animais em cada grupo, sendo: grupo controle (C) - recebeu
solucdo de cloreto de sédio 0,9%; grupo veneno (V) - recebeu veneno crotalico 1mg/Kg;
grupo soro antiofidico (S) - recebeu soro antiofidico na dose indicada para neutralizar o
veneno; grupo veneno e soro (VS) - recebeu veneno crotalico e apés 6 horas o soro
antiofidico. A avaliagdo clinica e a colheita de material para exames laboratorial e
histopatologico do figado foram realizadas nos momentos 2 horas (n=10), 8 horas (n=10) e
24 horas (n=10) para todos os grupos. Observou-se para o grupo S elevagdo sérica da
enzima fosfatase alcalina (FA), infiltrado inflamatorio, alteragdes nas células de Kupffer,
necrose e degeneracgdo de hialina; Grupo V diminuicdo da frequéncia cardiaca no decorrer
do tempo, aumento na temperatura retal (TR), elevacdo da FA, elevagdo sérica da
aspartato aminotransferase (AST), infiltrado inflamatodrio, alteragcbes nas células de
Kupffer, necrose e degeneracédo de hialina; Grupo VS aumento da TR e na frequéncia
respiratoria, elevagdo sérica da FA, elevagdo sérica da AST, elevacdo sérica da alanina
aminotransferase (ALT), infiltrado inflamatodrio, alteracdes nas células de Kupffer, necrose
e degeneracao de hialina. Os resultados encontrados indicam que o veneno crotalico e o
soro antiofidico, associados ou ndo, alteram os parametros clinicos e provocam danos
hepaticos nas doses e momentos estudados. No entanto, sdo necessarios novos estudos
com o veneno crotdlico e a soroterapia para que se possa entender o efeito do tempo nas
alteracdes e a porcentagem de contribuicdo do soro isolado na hepatotoxicidade. Além
disso, investigar a necessidade de tratamentos complementares para a protecao hepatica.

Palavras chave: Crotalus durissus terrificus. Hepatotoxicidade. Veneno crotalico. Soro
antiofidico.

1. Introducéo

Nos paises tropicais, os acidentes ofidicos constituem um problema de satude publica
(World Health Organization, 1981), tanto pelo nimero de casos registrados quanto pela
gravidade apresentada. As serpentes séo as principais causadoras de acidentes por animais
peconhentos no Brasil. No periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2009 foram
registrados 142.882 casos, 0 que representa uma média de 28.576 casos/ano. O indice de
letalidade para estes acidentes foi de 0,39% (Brasil, 2011), sendo maior nos acidentes da

serpente do género Crotalus, com 1.87% (Brasil, 2001).
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O veneno crotalico tem composicdo complexa e constituida de enzimas, toxinas e
peptideos, com acdes miotdxica, neurotdxica, nefrotdxica, coagulante e hepatotdxica
(Barraviera; Ferreira Junior, 2007). O possivel dano hepatico produzido no envenenamento
por Crotalus durissus terrificus (Cdt) foi observado no estudo de Wajchenberg et al. (1954)
onde dois pacientes humanos evoluiram com esteatose e congestao hepatica e Bancher et
al. (1973) que constataram a fixacdo do veneno da espécie nos tecidos hepéticos de ratos.
Saliba et al. (1983) observaram em um estudo experimental em bovinos, degeneracdo
hidrépica, esteatose e necrose hepatica. Azevedo Marques et al. (1985) relataram esteatose
hepatica e aumento nos niveis de aspartato aminotransferase (AST) em dois pacientes
humanos. Barraviera et al. (1989) confirmaram a lesdo hepatica, ao observarem extensa
necrose na autdpsia de um paciente humano, que foi a 6bito apés picada de Cdt.

De acordo com Franca et al. (2009), existem muitos estudos que avaliam as
implicacdes e complicacbes dos acidentes ofidicos, porém poucos dao atencdo ao efeito
nocivo destes ao figado. A escassez de dados sobre o dano hepatico provocado pela acédo
do veneno impulsionou a realizacdo deste estudo, que avaliou a hepatotoxicidade do
veneno de Cdt e soro antiofidico em ratos Wistar, através da realizacao dos exames fisico,

laboratorial e histopatolégico.

2.  Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o
protocolo n.° 209 e realizado no Biotério Central da Universidade de origem. Foram
utilizados 120 ratos da linhagem Wistar, fémeas, adultas, com peso médio de 250g,
mantidas em ambiente com temperatura média controlada a 22°C, em ciclo luminoso de
12h claro/escuro, recebendo agua e racdo a vontade.

O veneno da serpente Cdt foi fornecido pelo Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos (CEVAP) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Campus Botucatu. A
inoculacdo do veneno foi realizada no terco médio da face lateral da coxa esquerda do rato,
via intramuscular, na dose de 1mg/kg de peso vivo (dose obtida de projeto piloto). A
soroterapia antiofidica com soro botrépico crotalico (Laboratério Vencofarma®) foi realizada
pela via intraperitoneal, seis horas ap6s a administracdo do veneno, na dose preconizada
pelo fabricante para neutralizar a quantidade de veneno inoculado. A solucdo de cloreto de
sédio 0,9% foi administrada no grupo controle no terco médio da face lateral da coxa
esquerda, via intramuscular.

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, com trinta animais em
cada grupo sendo, grupo controle (C) - recebeu a solucdo de cloreto de sodio a 0,9%;
grupo veneno (V) - recebeu veneno crotalico; grupo soro antiofidico (S) - recebeu soro

antiofidico; grupo veneno e soro (VS) - recebeu veneno crotalico e ap6s 6 horas o0 soro
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antiofidico. A avaliagdo clinica e a colheita de material para exames laboratorial e
histopatologico foram realizadas nos momentos 2 horas (M2), 8 horas (M8) e 24 horas
(M24) em todos 0s grupos.

Para a avaliacdo clinica aferiu-se a frequéncia cardiaca (FC) em batimentos por
minuto (bpm), frequéncia respiratéria (f) em movimentos por minuto (mpm) e a temperatura
retal (TR) na escala Celsius (°C). Os animais foram anestesiados com éter (Franca et al.,
2009) para a colheita de sangue por puncdo cardiaca e submetidos a eutandsia por
exsanguinagdo. Em seguida foi aberta a cavidade abdominal para a coleta de uma
amostra do I6bulo caudal do figado. As amostras de sangue foram encaminhadas ao
laboratério para determinacdo das enzimas alanina aminotrasferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gamaglutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA).

As amostras de figado foram acondicionadas em formol a 10% e encaminhadas ao
laborat6rio. As amostras foram processadas para inclusédo em parafina e os cortes corados
pela hematoxilina-eosina (HE) e &cido periédico de Schiff (PAS) com diastase. Para
avaliacao histopatolégica foram observados os seguintes escores: infiltrado inflamatério
(HE): O-ausente; 1-leve; 2-moderada; 3-intensa; células de Kupffer (HE): 0-normal; 1-
aumentada; 2-muito aumentada; necrose (HE): 0-ausente; 1-presente; colestase: O-
ausente; 1-presente e degeneracdo hialina (PAS com diastase): 0-padrbes celulares
habituais; 1-raras células positivas; 2- pequeno numero de células positivas; 3-grande
namero de células positivas.

Os pressupostos de normalidade dos dados e homogeneidade de variancias foram
validados respectivamente pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. As variaveis
paramétricas foram avaliadas pelo teste de andlise de variancia em uma via (ANOVA on-
way) com contrastes pelo método de Tukey. Quando necessario, empregou-se a correcao
de Welch com contrastes pelo método de Games-Howell. As diferencas entre as
frequéncias dos parametros histopatolégicos foram comparadas pelo teste de Qui-
guadrado e o teste Q de Cochran. Os contrastes par a par (pairwise post-hoc) foram
realizados pelo teste de Mac Nemar com corre¢cdo de continuidade cujo nivel de
significancia foi ajustado pela correcdo de Bonferroni. As andlises foram realizadas com o

uso do software SPSS for Windows v.13.0. O nivel de significAncia adotado foi de 5%.

3. Resultados

Na avaliacdo dos parametros clinicos, observou-se diminuicdo nos valores de FC do
grupo VS no M2, porém nao foi significativa quando comparada ao grupo C. Nenhum dos
grupos diferiu significativamente do grupo controle, no entanto, 40% dos animais do grupo
VS apresentaram no M2 valores inferiores aos considerados normais para a espécie (Tabela

1). Na comparagéo entre momentos dentro de um mesmo grupo, observou-se para 0 grupo
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V diminuicdo da FC no decorrer do tempo, sendo significativa (p<0,05) na comparacédo de
M24 com M2 e M8 (Tabela 1).

Embora ndo significativo quando comparado ao grupo C, verificou-se no grupo VS
diminuicdo dos valores de f no M2 em 20% dos animais, que apresentaram valores
inferiores aos considerados normais para a espécie. No M8 houve aumento da f em 90%
dos animais. A diferenca foi considerada significativa quando comparada ao grupo C
(Tabela 1). Embora n&o significativo quando comparado ao grupo C, 70% dos animais dos
grupos S e V no M24 apresentaram valores de f superiores aos valores normais para a
espécie. No entanto, nenhum animal apresentou sinais de comprometimento respiratorio
grave. Observou-se na comparagdo entre momentos dentro de um mesmo grupo, aumento
(p<0,05) da f no grupo V no M24 em relacdo ao M2. No grupo VS houve aumento (p<0,05)
da f no M8 em relacéo ao M2 e M24 (Tabela 1).

Os valores de TR no M2 do grupo V foram superiores e diferiram significativamente
(p<0,05) dos valores registrados para o grupo C. No M24 observou-se média superior
(p<0,05) no grupo VS (Tabela 1). Porém, todos os animais apresentaram valores de TR
normais para a espécie. Na comparacao entre momentos de um mesmo grupo, observou-se
diminui¢cdo da TR dos grupos S e V com o passar do tempo, sendo significativa (p<0,05)
entre M2 e M24 nos dois grupos e entre M8 e M24 no grupo V. No grupo VS observou-se
aumento da TR (p<0,05) no M8 quando comparado ao M2 (Tabela 1).

Na avaliacao laboratorial da FA nos momentos M2 e M8, observou-se que os grupos S
e VS diferiram dos grupos C e V com aumento significativo (p<0,05). No M24 observou-se
elevagdo sérica (p<0,05) nos grupos V e VS em relagdo ao grupo C. O aumento de FA foi
maior (p<0,05) no grupo VS em relagéo ao S (Tabela 2). Na comparagdo entre momentos
dentro do mesmo grupo o aumento (p<0,05) de FA no grupo S no M2 diferiu do M24. No
grupo V o aumento (p<0,05) ocorreu no M24 diferindo do M2 e M8. No grupo VS foi
observado aumento de FA em todos os momentos estudados (p<0,05).

N&o houve diferencas entre os grupos estudados com relacdo a enzima GGT em
nenhum dos grupos e momentos avaliados.

Para a enzima AST os niveis séricos no M8 se elevaram (p<0,05) no grupo VS quando
comparado aos grupos C e S e no grupo V quando comparado ao grupo S. No M24 a AST
se elevou (p<0,05) nos grupos V e VS quando comparados aos grupos C e S (Tabela 2). Na
comparagcdo entre momentos dentro de um mesmo grupo, foi possivel observar para o
grupo V aumento significativo (p<0,05) no momento M24 quando comparado ao M2. No
grupo VS houve aumento (p<0,05) nos momentos M8 e M24 diferindo do M2.

Para a enzima ALT no M2 houve diminui¢cdo significativa (p<0,05) no grupo V em
relagdo ao grupo C, porém todos os valores permaneceram dentro dos considerados

normais para a espécie. No M24 houve aumento (p<0,05) nos niveis plasmaticos do grupo
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VS, quando comparado com os grupos C e S (Tabela 2). Na compara¢do entre momentos
de cada grupo, observou-se no grupo V uma elevagédo gradativa (p<0,05) com o passar do
tempo em todos os momentos. No grupo VS o aumento também foi gradativo ao longo dos
momentos sendo significativo (p<0,05) no momento M24 em relacdo ao M2 e M8. Porém,
apenas um animal do grupo VS no M8 apresentou valores de ALT superiores aos normais
para a espécie.

Nos achados histopatolégicos observou-se no M2 a presenca de infiltrado inflamatorio
classificado como leve (Figura 2a) em 100% dos casos do grupo S e a diferenga foi
considerada significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos C, V e VS (Tabela 3). No
M8 90% dos animais do grupo S apresentaram infiltrado inflamatério, sendo 80%
classificado como leve e 10% como moderado, diferindo significativamente do controle.
Houve aumento na porcentagem de animais com presenca de infiltrado inflamatério leve no
grupo V (70%), que também diferiu do grupo C (p<0,05). Observou-se diminui¢do (p<0,05)
no infiltrado inflamat6rio no grupo VS em relacdo ao grupo S. No M24 apenas o grupo V
diferiu significativamente (p<0,05) do grupo C (Tabela 3) (Figura 1a).

Na comparacdo entre momentos ndo houve diferenca estatistica entre 0s momentos
em nenhum dos grupos. No entanto, observou-se diminuigdo no infiltrado inflamatoério no
decorrer dos momentos de avaliagdo (2h > 8h > 24h) para os grupos S e VS. No grupo V
verificou-se infiltrado inflamatorio leve em 30% dos casos no M2 e em 70% dos casos
avaliados no M8. No M24 esta porcentagem foi de 60%. Neste momento percebe-se que o
efeito do veneno passa a ser mais influente sobre o infiltrado inflamatério que o soro
antiofidico isolado (Figura 1a).

Observou-se, em todos 0os momentos, alterac6es (p<0,05) nas células de Kupffer
(Figura 2b) para os grupos S, V e VS quando comparados ao grupo C (Tabela 3). Nos
grupos V e S esta alteracdo no M2 foi em 100% (escore um) e 90% (escore um),
respectivamente. No grupo VS esta alteragéo foi em 100% dos animais (90% no escore 1 e
10% no escore 2). No M8 os grupos S e V apresentaram alteragdo em 90% dos animais e o
grupo VS registrou alteracdo em 100% (60% no escore um e 40% no escore dois). No M24
0s grupos S, V e VS apresentaram escore um em 100%, 90% e 70%, respectivamente.
Apenas o grupo VS apresentou escore dois em 30% dos animais (Figura 1b).

N&o foi possivel identificar o aparecimento de colestase em nenhum animal dos
grupos e momentos estudados. Observou-se a ocorréncia de necrose (Figura 2c) no M2 e
M8 para os grupos V e VS. No M24 a necrose foi observada nos grupos S, V e VS (Figura
1c).

A degeneracao de hialina foi observada para os grupos V e VS no M2 e M8 e diferiram
significativamente dos grupos C e S, que ndo apresentaram alteracdo em nenhum dos

animais (Tabela 3). No M8 70% dos animais do grupo S apresentaram raras alteracfes



32

celulares (Figura 2d), neste mesmo momento o0s grupos V e VS apresentaram alteragcoes
em algum grau para todos os animais. No M24 observou-se degeneracao que variou de rara
a grande nos grupos VS e V, sendo significativa apenas no grupo V que apresentou o maior

nuamero de células com deposicdo de material hialino (Figura 1d).

4. Discussédo

Diversos trabalhos descrevem a ocorréncia do potencial hepatotéxico do veneno no
homem e nos animais, entretanto, ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliem
os efeitos do soro antiofidico sobre o figado.

Neste estudo, a diminuicdo da FC no grupo VS no M2 ocorreu em 40% dos animais,
apesar de ndo ser significativa quando comparada com o grupo C. Nogueira e Sakate
(2006) também observaram diminuicdo da FC em cées, intoxicados experimentalmente,
apos quatro horas do envenenamento e Floriano et al. (2009) verificaram esta diminui¢do
em ratos, seis horas ap0s intoxicacgao.

Neste estudo houve diminuicdo dos valores de f no M2 em 20% dos animais do grupo
VS, no entanto no M8 houve aumento em 90% dos animais deste grupo. O aumento ocorreu
também em 70% dos animais do grupo V no M24. Estes resultados concordam com 0s
estudos de Sousa e Silva et al. (2003) que observaram em caes dispnéia e taquipnéia, duas
horas ap0s a intoxicagdo experimental e Floriano et al. (2009) que observaram dispnéia e
discreta diminuicdo da f em ratos intoxicados experimentalmente com veneno crotélico e
tratados com soro antiofidico. No presente estudo nenhum animal apresentou sinais de
comprometimento respiratorio grave como relatado no estudo de Amaral et al. (1991), onde
trés pacientes humanos apresentaram dispnéia, taquipnéia e movimentos respiratorios
superficiais, necessitando de intubacdo apds evoluirem para um quadro de insuficiéncia
respiratoria aguda.

Nao foi constatada diminuicdo da TR em nenhum dos grupos estudados. No estudo de
Lago et al. (2000) a diminuicdo da TR ocorreu 20 horas apds a intoxicagdo em bovinos,
porém dentro dos valores normais para a espécie. De acordo com Raiser (2002) esta
diminuicdo pode estar relacionada ao quadro de choque que pode se instalar. Nogueira e
Sakate (2006) e Graca et al. (2008) ndo encontraram diferencas significativas na
temperatura corporal em cédes e bovinos, respectivamente, quando comparadas ao grupo
controle. Floriano et al. (2009) relataram em rato diminuig&o significativa da temperatura seis
horas apoés inoculagdo do veneno e tratamento com soro antiofidico, no entanto, a dose
utilizada de veneno crotéalico por estes pesquisadores foi dez vezes maior que a utilizada no
presente estudo.

Detectou-se elevagédo da FA no grupo S no M2 e M8, no grupo V esta elevacao so

ocorreu no M24. No grupo VS houve elevacdo nos niveis da FA em todos os momentos
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estudados, concordando com os achados dos estudos de Sousa e Silva et al. (2003) e
Franca et al. (2009), que detectaram esta elevacédo em cées e em ratos, respectivamente.

Neste estudo, a AST se elevou no grupo V somente no M24, enquanto que no grupo
VS esta elevacéo ocorreu a partir do M8, sendo que no M24 a mediana encontrada foi nove
vezes superior a mediana do grupo controle. Estes resultados sugerem que o grupo que
recebeu o veneno e o soro antiofidico sofreu alteragdo precoce e superior aos outros
grupos. Este resultado concorda com os estudos de Azevedo Marques et al. (1985), Cupo et
al. (1988) e Barraviera et al. (1989). No estudo experimental em ratos Wistar de Franca et al.
(2009), os niveis de AST se elevaram no decorrer do tempo em todas as doses de veneno
estudadas, sendo significativa na dose de 100mcg/Kg apenas no momento trés horas
enquanto que as doses de 200mcg/Kg e 300mcg/kg se elevaram significativamente em
todos os momentos estudados.

Barraviera et al. (1995) verificaram ap6s 48 horas aumento nos niveis plasméticos da
ALT em 66,67% dos pacientes humanos intoxicados pela Cdt, sendo que 30% destes
permaneceram com o0s valores alterados ap6s 30 dias. Franca et al. (2009) avaliaram o
dano hepético em ratos e encontraram valores acima da normalidade apés intoxicagdo com
veneno de Cdt nas doses de 200mcg/Kg e 300mcg/Kg. Silva et al. (2010) também
observaram aumento significativo da enzima em ratos intoxicados com 100mcg/Kg (apés
seis horas) e 300mcg/Kg (apds trés e seis horas) de veneno crotalico. Neste estudo,
somente o grupo VS teve seus valores elevados no M24, porém apenas um animal do grupo
VS no M8 apresentou valores superiores aos normais para a espécie.

Neste trabalho, os resultados encontrados para infiltrado inflamatério sugerem que
apo6s 2 horas o soro antiofidico provoca uma infiltracdo inflamatéria maior no figado que o
veneno crotalico, concordando com o estudo de Sangiorgio et al. (2008) que observaram
infiltrado inflamatério em dois cées intoxicados e tratados com soro antiofidico e fluidoterapia
com alcaliniza¢do da urina e em um céo tratado com soro antiofidico e fluidoterapia, nao
observando o mesmo no grupo que recebeu apenas o veneno crotalico.

Constatou-se neste estudo que o soro antiofidico e o veneno crotalico sdo capazes de
provocar hiperplasia nas células de Kupffer, concordando com Sangiorgio et al. (2008) que
observaram hiperplasia em um cé@o que foi tratado com soro antiofidico, fluidoterapia e
alcalinizacdo da urina, ap0s intoxicacdo experimental. Franca et al. (2009) observaram
alteracdes nas células de Kupffer em ratos intoxicados experimentalmente nas doses de
200mcg/Kg e 300mcg/Kg e Jarrar (2011) observou esta ativacdo do mecanismo de defesa
celular em trés carneiros intoxicados por serpente pegconhenta.

De acordo com MacLachlan e Cullen (1998) a morfologia da lesédo hepéatica induzida
por toxinas varia consideravelmente com o tipo, dose e a duracdo da exposicdo a toxina.

Reacdes do hepatocito a agressdo toxica incluem tumefacdo celular e esteatose,
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acompanhada ou ndo de colestase. Em casos de intoxicagcdo suficientemente grave, isso
pode progredir para necrose e insuficiéncia hepatica. Segundo Yeh (2011) substancias
toxicas podem provocar inflamacéo e degeneracédo gordurosa do figado através da lesédo de
mitocondrias, incapacitando o figado de metabolizar adequadamente as gorduras no 6érgao,
0 que pode levar a destruicdo de células e inflamacéao.

Observou-se neste estudo a ocorréncia de necrose no M2 para os grupos V e VS. No
M24 a necrose foi observada nos grupos S, V e VS. Estes resultados indicam que o veneno
crotalico provoca 0 aparecimento da necrose nos momentos iniciais € que 0 Soro
isoladamente também pode influenciar no aparecimento da necrose, porém apos 24 horas
da administracéo. Estes achados concordam com o estudo de Barraviera et al. (1989) que
observaram, no exame anatomopatolégico do figado, extensa necrose em um humano que
foi a 6bito apds acidente com Cdt. e tratamento com soro antiofidico. Sangiorgio et al. (2008)
constataram necrose hepatica em dois cées intoxicados. Franga et al. (2009) observaram
necrose hepética em ratos intoxicados com 300mcg/Kg, 12 horas ap0és a intoxicacao. Mais
uma vez, observamos que quanto maior a dose do veneno mais precoce sao as alteragdes
encontradas.

Neste estudo, foi possivel observar deposicdo de material hialino no interior do
citoplasma do hepat6cito em todos os momentos estudados do grupo V e nos momentos M2
e M8 do grupo VS. Os corpusculos de Mallory sdo encontrados no interior dos hepatdcitos
na forma de condensacBes grosseiras de material filamentar, eosinofilos, préximas ao
nacleo da célula. Esta degeneracdo de hialina esta relacionada com doencas hepéaticas,

cirrose e hepatites (Saxena, 2011).

Concluséo

Nas condi¢cdes em que o experimento foi realizado, conclui-se que:

Em ratos Wistar, o veneno crotélico isolado na dose de 1mg/Kg alterou a TR, os
exames laboratoriais de AST e FA e provocou as seguintes alteracdes histolégicas no
figado: Infiltrado inflamatorio, hiperplasia de células de Kupffer, necrose, degeneracdo de
hialina. O soro antibotrépico crotélico induziu altera¢des laboratoriais na FA e histol6gicas
(Infiltrado inflamatdrio, hiperplasia de células de Kupffer, necrose e degeneragdo de
hialina). E o veneno quando associado ao soro alterou os exames clinicos (FC, TR e f),
laboratoriais (FA, AST e ALT) e histoldgicos (Infiltrado inflamatério, hiperplasia de células
de Kupffer, necrose e degeneracao de hialina).

No entanto, sdo necessarios novos estudos com o0 veneno crotalico e a soroterapia
para que se possa entender o mecanismo da hepatotoxicidade, a contribuicdo do tempo

nas alteragbes e a porcentagem de contribuicdo do soro isolado na hepatotoxicidade.
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Além disso, investigar a necessidade de acrescentar tratamentos complementares a

soroterapia para a protecdo hepética.
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2. Anexos

Tabela 1 — Comparacdo entre grupos das varidveis paramétricas: Frequéncia
Cardiaca (FC), Frequéncia Respiratoria (f) e Temperatura Retal (TR).

M2 M8 M24

Variavel Grupo Média + Desvio Padréo Média + Desvio Padréo Média + Desvio Padrdo

FC (bpm) C 333,2 + 30,35 326,0 + 29,65 318,8 + 29,76
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s 331,2 + 16,09 314,8 + 17,08 332,8 + 15,87
Vv 357,6 + 25,80 338,4 + 25,52 305,22+ 21,75

VS 298,0 + 57,08 338,0 + 18,21 339,2 + 21,97

C 98,40 * 16,57 96,0 + 20,04 104,8 + 23,99

f s 112,40 + 23,28 115,2 + 15,64 126,4 + 22,80
(mpm) \Y 107,60 + 12,99 112,8 + 14,34 126,8" + 18,48

VS 81,60 + 12,54 130,8* 2 £ 14,61 95,2 + 15,75

C 37,72+ 0,48 37,97 + 0,45 37,3+0,63

TR s 38,07 + 0,46 37,79 + 0,50 37,43° + 0,34
(°C) Y 38,45* £ 0,63 38,15 + 0,45 37,542 10,27
VS 37,51+ 0,52 38,270 + 041 37,94% + 0,42

Grupo controle (C)- solucdo salina, Grupo Soro Antiofidico (S), Grupo Veneno crotalico (V) e Grupo
Veneno crotalico e soro antiofidico (VS) nos momentos de avaliagdo 2 horas (M2), 8 horas (M8) e 24

horas (M24). *Diferenca considerada significativa (p<0.05) quando comparada ao grupo controle.
aDiferenga considerada significativa (p<0.05) quando comparada aos demais momentos dentro do

mesmo grupo.bDiferenga considerada significativa (p<0.05) quando comparada ao M2 dentro do
mesmo grupo.

Tabela 2 - Comparacdo entre grupos da variavel paramétrica Fosfatase Alcalina
(FA) e das variaveis ndo paramétricas Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina
aminotransferase (ALT).

M2 M8 M24
Variavel Grupo Média + I?esvio Mediana Média + E)esvio Mediana Média + E)esvio Mediana
Padrao (P-50) Padrao (P-50) Padrao (P-50)
C 90,9 + 29,99 83,5 74,10 + 23,44 82 88,20 + 34,26 82
FA S 320,2*% + 94,91 364  244,30* +144,32 236 136,70 + 49,98 120
(UL) Y 69,8 + 15,66 65,5 68,10 + 27,08 65 287,50*% + 167,56  287,5
VS 349,9% + 63,76 348 314,40%+196,40 382  423,40*%+18280 5065
C 176,9 + 38,3 168,5 189,6 + 77,26 186 163 + 53,99 151,5
AST S 163,6 + 70,09 142,5 143,2 + 48,76 129 176,5 + 82,00 158
(UL) 203,3 + 79,86 165 309 + 109,96 357,5 381,3 + 34,32 371,0%°
VS 236,3 + 66,6 220  581,2+639,10 4050*°  1252,6+604,99 1.3825*
C 135,2 + 32,21 140 98,6 + 16,51 103 98,3 + 27,76 95,5
ALT S 94,5 + 26,55 87,5 88,2 + 15,61 87 104,7 + 23,67 96,5
(UrL) 71942413 640  797+1929  725° 126,7 + 25,06 119,52
VS 92,2 + 25,97 82,5 105,1 + 75,52 84 145,4 + 34,53 146,0%2

Grupo controle (C)- solucdo de cloreto de sédio 0,9%, Grupo Soro Antiofidico (S), Grupo Veneno
crotdlico (V) e Grupo Veneno crotalico e soro antiofidico (VS) nos momentos de avaliagdo 2 horas

(M2), 8 horas (M8) e 24 horas (M24). *Diferenca considerada significativa (p<0.05) quando
comparada ao grupo controle. aDiferen(;a considerada significativa (p<0.05) quando comparada aos
demais momentos dentro do mesmo grupo.bDiferenga considerada significativa (p<0.05) quando
comparada ao M2 dentro do mesmo grupo. CDiferenqa considerada significativa (p<0.05) quando

comparada ao M8 dentro do mesmo grupo. Diferenca considerada significativa (p<0.05) quando
comparada ao M24 dentro do mesmo grupo.
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Tabela 3 — Comparacdo entre grupos das variaveis ndo paramétricas: Infiltrado
Inflamatério, células de Kupffer e Degeneracéo de Hialina.

M2 M8 M24
Variavel Grupo Mediana (P-50)  Mediana (P-50)  Mediana (P-50)
C 0 0 0
Degeneracgédo de Hialina S 0 1,0 0
(PAS c/ diastase) Vv 2.0 2.0% 200
VS 1'0* 1‘5* 0
C 0 0 0
Células de Kupffer S 1,0* 1,0* 1,0%
(HE) Vv 1,0* 1,0* 1,0*
VS 1,0* 1,0* 1,0*
C 0 0 0
Infiltrado Inflamatério S 1,0 1,0* 0
(HE) Vv 0 1,0* 1,0*
VS 0 0 0

Grupo controle (C)- solugdo de cloreto de sodio 0,9%, Grupo Soro Antiofidico (S), Grupo Veneno
crotdlico (V) e Grupo Veneno crotalico e soro antiofidico (VS) nos momentos de avaliagdo 2 horas
(M2), 8 horas (M8) e 24 horas (M24). Valores de Mediana e porcentagem de animais que
apresentaram alteracdes (abaixo ou acima dos valores normais para a espécie). *Diferenca
considerada significativa (p<0.05) quando comparada ao grupo controle.
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Figura 1 — Andlise Histologica do Figado. Grupo Soro Antiofidico (S), Grupo Veneno crotalico (V) e
Grupo Veneno crotalico e soro antiofidico (VS) nos momentos de avaliagdo 2 horas (M2), 8 horas
(M8) e 24 horas (M24). (a) Porcentagem de animais com presenga de Infiltrado Inflamatério. (b)
Porcentagem de animais com hiperplasia nas células de Kupffer. (c) Porcentagem de animais com
necrose hepética. (d) Porcentagem de animais com degeneracgéo de hialina classificada como leve,
moderada ou intensa.

S,

AL g *

» . i R BT P e e '} f._ - . ¢ X
Figura 2 — Andlise Histologica. (a) Corte histolégico de figado de rato do grupo S com moderado
infiltrado misto no espago porta (seta) e entre hepatécitos (cabeca de seta) (HE, 100x). (b) Corte
histolégico de figado de rato do grupo S com aumento discreto no niumero de células de Kupffer
(setas) (HE, 100x). (c) Corte histologico de figado de rato do grupo V com infiltrado linfocitario
periportal (seta), focos de necrose hepatocelular (circulos) e aumento discreto no nimero de células
de Kupffer (HE, 100x). (d) Corte histolégico de figado de rato do grupo S com Degeneragdo de
Hialina. Deposi¢cdo de material hialino no interior do citoplasma do hepatocito (seta) (PAS com
diastase, 100x).
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source files of figures, tables and text graphics will be required whether ar not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check” and 'grammar-check’
functions of your wordprocessorn.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into dearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, etc, [the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referending: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, aveiding a detailed literature
survey or a summary of the results,

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be repreduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant medifications should be described.

Experimental
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the articde already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work, In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be dear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main condusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eqg. (A.1), Eq. [A.2), etc.; in 2 subseguent appendi=,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc,

Essential title page information
= Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.
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* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (2.9, a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work
was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each authon

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence 3t all stages of referesing
and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers [with cou
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete posta
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the artcle
was done, or was visiting at the time, a ‘Present address' (or 'Permanent address') may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliztion address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes,

Abstract

& concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be aveided, but if
essential, then cite the author{s) and year(s). Also, non-standard or uncommaon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

& Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a condse, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that dearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with 2 minimum
of 531 = 1328 pixels (h = w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 =
13 cm using a regular screen resoclution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or M5 Office
files, See http://www.elseviencom/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Ilustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service,

HI.E',lll'l |I.'_I.'."L"t'5

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article. Highlights
are optional and should be submitted in 2 separate file in the online submission system. Please use
"Highlights' in the file name and indude 3 to 5 bullet points (maximum 125 characters induding spaces,
or, maximum 20 words per bullet point). See http://www.zlseviencom/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of & keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts {av-:riJTFur example, "and’, "of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the artide. Such abbreviations that are unaveoidable in the abstract must be defined at their first
miention there, as well as in the foostnote, Ensure consistency of abbreviations throughout the artide.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the titlke page, as a footnote to the titlke or otherwise, List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Database linking and Accession numbers

Elsevier aims at connecting onling articles with extemnal databases which are useful in their respective
research communities. If your article contains relevant unigue identifiers or accession numbers
{I:-ii:-inFnrmatiEL linking to information on entities {genes, proteins, diseases, etc.] or structures
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained
below,
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Authors should explicitly mention the database abbreviation (a5 mentioned below) together with the
actual database number, bearing in mind that an ermor in a letter or number can result in a2 dead link
in the online version of the article,

Please use the following format: Database ID: xxxx

Links can be provided in your online artide to the following databases [examples of dtations are
given in parentheses):

* GenBank: Genetic sequence database at the Mational Center for Biotechnical Information (MCBI)
(GenBank ID: BAL23436)

= PDE; Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUR)

* CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: AIS31510)

* TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020)

= NCT: ClinicalTrials.gow (NCT ID: NCTO0222573)

= OMIM: Online Mendelian Inhertance in Man (OMIM ID: 601240)

= MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710)

+ MI: EMBL-EBI OLS Mclecular Interaction Ontology (MI ID: 0218)

* UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9HOHS)

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of
a horizontal line for small fractional terms, e.g. X In principle, variables are to be presented in
italics. Powers of & are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations
that have to be displayed separately from the text [if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be wsed sparingly,. Mumber them consecutively throughout the artide, wsing
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
I:Cn:lll'ltltES themsehies separately at the end of the article. Do not incdlude footnotes in the Reference
ist.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter,

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
+ Save text in illustrations as "graphics’ or enclose the font,

* Only use the following fonts in your illustrations: Aral, Courier, Times, Symbal.
* Numnber the illustrations according to their sequence in the text,

+ Use a logical naming convention E:r your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version,

* Submit each figure as a separate fila,

& detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http:/fweww.elsevierncom/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given hare.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork s finalised, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats [note the resolution reguirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel} then
please supply "as is'.

Please do not:

* Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;
* Supply files that are too low in resolution;

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Pleasze make sure that artweork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with
the correct resolution. If, together with yvour accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web [(e.g.,
Sciencelirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference
for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see httpy/fviww.elsevierncom/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to "gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usakble
blzck and white versions of all the color illustrations,

Figure capbons

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure, &
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbels and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters, Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list [and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
jowrnal and should indude a substitution of the publication date with either "Unpublished results" or
"Personal communication'. Citation of a reference a5 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

&z a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DO, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should alzo be given. Web references can be listed separately [e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list,

References in & special issue
Pleaze ensure that the wards 'this issue’ are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.,

Reference management software

Thiz  joumal has standard templates available in key rmeference management
ackages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager

f"ul:t:u:.' frefman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only

nieed to select the appropriate journal template when preparing their artide and the list of references

and citations to these will be formatted according to the joumnal style which is described below,

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single auther: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or mare authars: first author's name followed by 'et al." and the year of publication.
Citations may be made directly [or parenthetically}. Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated [Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be armanged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary, More than one reference from the same author(s) in the same yvear must be identified by
the letters 'a', 'b', ', etc., placed after the vear of publication.
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Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Gesr, 1., Hanraads, 1.A.J., Lupton, R.A., 2010, The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59,

Referance to a book:

Strunk Ir., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009, How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. [Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304,

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus jounal abbreviations: httpy//werw.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;
List of tide word abbreviations: http:/ fwww.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their artide are
strongly encouraged to indude these within the body of the article. This can be done in the same way
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it
should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directy relate to the video
file's content. In order to ensure that your video or animation material iz directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and
animation files supplied will ke published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, induding Sdencelirect: http://www.scencedirect.com., Please supply "stills” with yvour
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http:/fwww.elsevier.com/artworkinstructions.
Mote: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the artide that refer to
this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your sdentific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound dips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
Sciencelirect: http:/www.scencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats, Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
hittp:/ fervew. elsevien.com/fartworkinstructions.

Submission checklist

The fellowing list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the comesponding author with contact details:

* E-miail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

* All figure captions

# Al tables [including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been "spell-checked' and 'grammar-checked'

* Referances are in the correct format for tlgif‘jnu mal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted materizal from other sources (induding the Web)
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* Color figures are dearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge]
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
= If only color an the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

Far any further information please visit our customer support site at http://support.elsavier com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI} may be used to cite and link to electronic documents. The D00
consists of a unigue alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
miedium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full kibliographic information. The correct format for dting a DO is shown as follows (example taken
from a document in the jounal Physics Latters B):

doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the D0Is are guaranteed
never to change.

Proofs

One set of page procfs (as POF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or 2 link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or
higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate POF files
will accompany the proofs (also given onlineg), The exact system requirements are given at the Adobe
siter http:/ ' www.adobe.com/preductsfreader/tech-specs. htmil.

If you do mot wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and returm them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quating line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any ather
comments [including replies to the Query Form) on a printout of your proof and retum by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and comrectness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will
do everything possible to get your article published quickly and accurately - please let us have all your
corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections
cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Mote that Elsevier may proceed with
the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the artide via e-mail. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint erder form which is sent once the article
iz accepted for publication. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes
a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use,

AUTHOR INGUIRIES

For inguiries relating to the submission of articles (induding electronic submission) please
visit this journal's homepage. Contact detzils for gquestions arising after acceptance of
an artide, espedally those relating to proofs, will be provided by the publisher. You
can track accepted artides at httpy//www.elseviencomftrackartide. You cam alo check
our Author FAQs (http:/www.elssviencom/authorFAQ) and/or contact Customer Support via
http://support.elsevien.com.
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