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RESUMO

Ozonioterapia na intoxicagao experimental pelo veneno de Lachesis muta muta
em ratos Wistar

Neste estudo, avaliamos a ozonioterapia como tratamento adjuvante ao antiveneno
polivalente para reduzir os efeitos agudos, locais e sistémicos induzidos pelo veneno
de Lachesis muta muta. 20 ratos Wistar machos foram utilizados como controle e
120 foram expostos ao veneno (1,0mg/kg — IM) e tratados com soro antiofidico
Bothrops/Lachesis (6h apés intoxicagdo) e gas ozoénio (30mg/mL — IP) + dleo de
girassol ozonizado topico (3, 6, 24 e 72h pos veneno); os animais foram monitorados
para avaliar a formacgao de edema local, ulcera e dor. Vinte animais por grupo foram
anestesiados para coleta de sangue por pungao intracardiaca e eutanasiados para
coleta de tecido (momentos 6, 24 e 72h). As analises bioquimicas e histopatoldgicas
mostraram que o veneno de L.m. muta produziu edema local pronunciado,
hemorragia subcutdnea e mionecrose. O antiveneno e o ozbnio reduziram com
sucesso a extensdo da lesdo mionecrotica e preveniu a ocorréncia de hemorragia
subcutédnea. A liberacdo de creatina quinase (CK) induzida por veneno foi
significativamente prevenida pelo ozdnio em combinagdo com soro antiofidico; a
associacao foi parcialmente efetiva para reduzir os biomarcadores séricos ureia e
creatinina induzidos pelo veneno. A ozonioterapia mostrou-se eficaz na prevencgao
da miotoxicidade esquelética e na redugdo progressiva da necrose. O veneno
induziu aumento significativo de leucocitos que também foi associado a um aumento
de neutrdfilos, porém, o antiveneno e o ozbnio reduziram parcialmente essas
alteracdes. A terapia com 0z6nio em associacdo com um antiveneno polivalente tem
o potencial de reduzir uma série de efeitos locais e sistémicos causados pelo veneno
de L. m. muta.

Palavras-chave: Lachesis muta muta; Ozonioterapia; antiveneno; Toxicidade local e
sistémica.



ABSTRACT

Ozone therapy in experimental poisoning by Lachesis muta muta venom in
Wistar rats

In this study, we examined the potential use of ozone terapy (O3) in association with
a polyvalent antivenom to reduce the acute local and systemic effects induced by
Lachesis muta muta venom in rats. Male Wistar rats were exposed to L. m. muta
venom (1.0mg/kg — i.m.) and subsequently treated with anti-Bothrops/Lachesis
serum (6h after) and ozone gas (30mg/mL — i.p.) + topic ozonized sunflower oil (3, 6,
24 and 72 hours post exposure to venom); the animals were monitored to assess
local oedema formation, ulce and the prevalence of pain. Were carried of the
applyings of the ozone 6, 24 and 72h post exposure to venom. Twent animals for
grupo were anesthetized in order to collect blood samples through intracardiac
puncture and then euthanized for collecting tissue samples (in moments 6, 24 and
72h); the hematological-biochemical and histopathological analyses were performed
through con- ventional methods. The venom produced pronounced local oedema,
subcutaneous haemorrhage and myonecrosis, with both antivenom and ozone
successfully reducing the extent of the myonecrotic lesion; their association also
prevented the occurrence of subcutaneous haemorrhage. Venom-induced creatine
kinase (CK) release was significantly prevented by ozone in combination with
antivenom; the association was also partially effective to reduced ureia and
creatinine serum biomarkers induced by venom. The association proved to be
effective in preventing local skeletal myotoxicity and progressively reducing necrosis.
Venom induced significant increase of leucocytes which was also associated with an
increase of neutrophils; antivenom and ozone partially reduced these alterations. In
conclusion, ozone terapy in association with a polyvalent antivenom has the potential
to reduce a number of local and systemic effects caused by Lachesis muta muta
venom.

Keywords: Lachesis muta muta venom; Ozone terapy; Antivenom; Local and
sistemic toxicity.
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ARTIGO CIENTIFICO 1

Efeito local da ozonioterapia na intoxicagcao experimental pelo veneno de
Lachesis muta muta em ratos Wistar

Gabriela Haro de Melo?, Lilliane Girotto Pereira®, Matheus Barreto dos Santos®,
Elisangela Olegario da Silva®, Arnaldo Farina®, Rafael Stuani Floriano®, Cecilia
Laposy Santarem®, Luis Souza Lima de Souza Reis®, Rosa Maria Barilli
Nogueira®

®Discente do Programa de Poés-graduagdo de Fisiopatologia e Satide Animal,
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Rodovia Raposo Tavares Km 572, B2-
205, 19067-175, Presidente Prudente, SP, Brasil.

®Discente da Faculdade de Farmécia, Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),
Rua José Bongiovani, 700, Cidade Universitaria, CEP 19050-920, Presidente
Prudente, SP, Brasil.

‘Laboratério de Anatomia Patologica, Hospital Veterinario, Universidade do Oeste
Paulista (UNOESTE), Rodovia Raposo Tavares Km 572, 19067-175, Presidente
Prudente, SP, Brasil.

IMédico Veterinério, Especialista em Fisioterapia e Ozonioterapia Veterinaria.
°Docente do Programa de Pés-graduagdo de Fisiopatologia e Saude Animal,
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Rodovia Raposo Tavares Km 572, B2-
205, 19067-175, Presidente Prudente, SP, Brasil.

Resumo

Neste estudo, examinamos o potencial uso da terapia com ozénio (O3) em
associagdo com antiveneno polivalente para reduzir os efeitos locais agudos
induzidos pelo veneno de Lachesis muta muta em ratos. 20 ratos Wistar machos
foram utilizados para o grupo controle e 120 foram expostos a L. m. muta (1,0mg/kg
— IM) e posteriormente tratados com soro antiofidico Bothrops/Lachesis (6h apds) e
gas ozobnio (30mg/mL — IP) + dleo de girassol ozonizado topico (3, 6, 24 e 72 horas
pOs exposigdo ao veneno); os animais foram monitorados para avaliar a formacgao
de edema local, ulcera e a prevaléncia de dor. Foram realizadas aplicacbes de
ozbénio 6h, 24h e 72h pds exposicdo ao veneno. Vinte animais por grupo foram
anestesiados para coleta de tecido; a analise histopatoldgica foi realizada por
métodos convencionais. O veneno de Lachesis muta muta produziu edema local
pronunciado, hemorragia subcutanea e mionecrose, com o antiveneno e o 0zbnio
reduzindo com sucesso a extensao da lesdo mionecroética; o antiveneno e o 0zénio
também preveniu a ocorréncia de hemorragia subcutanea. A associagdo mostrou-se

eficaz na prevengédo da miotoxicidade esquelética local e na redugao progressiva da
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necrose. Em conclusdo, a terapia com ozbnio tdépica em associacdo com O
antiveneno polivalente tem o potencial de minimizar a necrose e os efeitos
inflamatdrios locais nas primeiras horas apds o envenenamento causados por

Lachesis muta muta em rato.

Palavras-chave: Lachesis muta muta; Oleo de girassol ozonizado; Antiveneno;

Toxicidade local; Rato

Destaques

Ozonioterapia causa diminui¢gao da dor em acidentes com Lachesis muta muta.
A ozonioterapia contribui para a prevenc¢ao da miotoxicidade esquelética local.
O tratamento com ozébnio reduz a necrose causada pelo veneno de L. m. muta.
A terapia de ozbnio reduz, progressivamente, a hemorragia causada por

envenenamento.

Corresponding author.

E-mail address: gabrielamelo@unoeste.br (G.H.Melo).
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1. INTRODUGAO

Serpentes do género Lachesis estdo entre as principais causadoras de
acidentes ofidicos no Brasil, entre 2003 e 2012 representou 3,5% dos registros na
regido da Amazodnia e Mata Atlantica (Matos and Ignotti, 2020).

As toxinas conhecidas da Lachesis muta muta sao as serinoproteinases, L-
aminoacido oxidase, fosfolipases A,, hialuronidase e lecitina tipo C (Sanz et al.,
2008; Chippaux, 2017; Wiezel et al., 2019). Alguns autores relatam no acidente
laquético acdes proteolitica, coagulante e hemorragica com agao necrosante,
atividade do tipo trombina, com sinais clinicos locais como dor, eritema, equimoses,
edema, bolhas e necrose (Diniz-Sousa et al., 2020; Ledo-Torres et al., 2021). A
gravidade do acidente, além de outros fatores, se relaciona principalmente com o
tempo da ocorréncia até o atendimento (Mise et al., 2018; Pinho and Pereira, 2001).

Em geral o tratamento do acidente ofidico consiste na aplicagdo do antiveneno
0 mais rapido possivel, pois a soroterapia neutraliza o veneno circulante e impede
novas lesdes. Contudo, as lesbes que ja ocorreram, principalmente no local da
inoculagdo do veneno, s&o geralmente irreversiveis e mais propensas as
complicagdes locais (Muniz et al., 2021; Pinho and Pereira, 2001). Embora a
aplicagdo do antiveneno seja o tratamento convencional, possui pouca acao de
neutralizacdo sobre os efeitos locais, possibilidade de reacdo de hipersensibilidade
imediata e tardia, problemas de regionalizagdo das espécies das serpentes, falta de
disponibilidade em regides distantes e alto custo de produgdo com baixa margem de
lucro, o que reduz o interesse das industrias farmacéuticas em investir na producao
(Albuquerque et al., 2013; Colombini et al., 2001; Domingos et al., 2012; Waldez and
Vogt, 2009). Diante disso, a investigagdo de um tratamento adjuvante, com o intuito
de minimizar os efeitos locais provocados pelo veneno se faz necessaria.

A ozonioterapia, por sua vez, tem sido utilizada em varias situagbes, pois
estimula uma série de mecanismos que contribuem para a normalizacdo da
disponibilidade de O2, que resulta em melhora nas doencas relacionadas a falta do
mesmo, como: isquemias, ma cicatrizagdo, infecgdes, estresse oxidativo (Bocci et
al., 2011; Bocci, 2006; Cho et al., 2021; Elvis and Ekta, 2011; Travagli et al., 2010,
2009; Ugazio et al., 2020), no tratamento da dor, em patologias da musculatura
esquelética (Babaei-Ghazani et al., 2019; Ryska et al., 2021; Seyam et al., 2018), e

também como tratamento topico, tém-se o uso de 6leo ozonizado principalmente os
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de girassol e oliva (Trench, 2007). Evidéncias apoiam seu efeito satisfatorio em
feridas cutaneas, como fistulas e feridas pos-cirurgicas, ulceras de pressao, troficas,
isquémicas e feridas diabéticas (Izadi et al., 2019). Promove redugédo da infecg¢ao
microbiana, tem efeito de desbridamento, modulacdo da fase inflamatodria,
estimulacdo da angiogénese e também reagdes bioldégicas e enzimaticas que
favorecem o metabolismo do oxigénio melhorando a cicatrizagdo das feridas
(Ferreira et al., 2014; Gupta and Deepa, 2016; Izadi et al., 2019; Kim et al., 2009;
Pereira, 2021).

Bocci, (2004) demonstrou que a associagdo da terapia com ozbnio ao
tratamento convencional de diferentes feridas, pode causar uma melhora mais
rapida da lesdo quando realizado tratamento toépico com ozonizacao direta da leséo
ou com agua ozonizada, tanto com objetivo de limpeza, quanto de efeito estimulante
de moléculas orgéanicas. Além disso, o aumento do metabolismo e das respostas
imunoldgicas causadas pelo ozénio contribuem com esses resultados.

Considerando que a eficacia de adjuvantes terapeuticamente uteis para tratar
os efeitos induzidos por acidentes laquéticos precisam ser mais investigados, a
terapia com ozoénio tornou-se objeto de estudo para esta pesquisa, cujo objetivo foi
avaliar os efeitos locais da ozonioterapia como tratamento adjuvante do antiveneno

polivalente em casos de envenenamento por Lachesis muta muta em ratos Wistar.

2. METODOLOGIA

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade do Oeste Paulista, sob protocolo n° 5487, desenhado e monitorado
de acordo com os principios éticos preconizados pela Resolu¢do Normativa 33 do
CONCEA (Brasil, 2016) e as diretrizes ARRIVE (du Sert et al., 2020)

2.1. Modelo experimental

Foram utilizados 140 ratos Wistar, machos, com peso médio de 350g,
mantidos em gaiolas individuais, com agua e ragdo a vontade, em ambiente
climatizado com temperatura de 22°C + 2°C, em fotoperiodo de 12 horas

claro/escuro, aclimatados uma semana antes de iniciar o experimento.
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2.1.1. Veneno bruto e antiveneno

No primeiro dia de experimento 120 ratos foram submetidos a tricotomia em
membro posterior esquerdo e inoculados com 1,0mg/Kg de veneno de serpente
Lachesis muta muta, por via intramuscular (IM) (Saneshigue et al., 2019). A amostra
liofilizadas do "Pool" de venenos de Lachesis muta muta foram fornecidas pelo
Centro de Estudos e Pesquisas Biolégicas da PUC de Goias e mantidas congeladas
a -20°C até o momento de uso. Apods seis horas procedeu a aplicacao intraperitoneal
(IP) do antidoto comercial, soro antiofidico polivalente Master Soro Plus®
(Vencofarma), na dose preconizado pelo fabricante, para neutralizar a toxina
inoculada. Os 20 animais restantes ndo sofreram qualquer intervencdo — néo
receberam veneno, ou, antiveneno — e foram eutanasiados, sendo este grupo

destinado a avaliacdo dos valores basais e comparagao com os demais.
2.1.2. Tratamento

Para o tratamento, os animais foram randomizados e distribuidos em dois
grupos com 60 animais cada, sendo: O grupo veneno — (GV) recebeu tratamento
com solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%), 2 gotas em membro inferior esquerdo — via
tépica, e 3mL por via IP. O grupo Ozbénio — (GO3) foi tratado com aplicagao IP de
gas ozbnio na concentracdo de 30ug/mL e dleo de girassol ozonizado, por via tdpica
em membro posterior esquerdo. Foram instiladas duas gotas (cerca de 0,1mL) no
local de inoculagdo do veneno e com auxilio de hastes de algodao para espargir,
padronizou-se 5 movimentos circulares. O 6leo de girassol ozonizado, contendo
indice de peréxido equivalente padronizado de 700meq/kg, foi adquirido pronto para
uso da Ozone&Life® - Tecnologia em Geradores de Ozdnio. O gas administrado por
via IP € uma mistura de gas oxigénio (95%) e ozbnio (5%) (O2-O3) que foi gerado
com auxilio de aparelho Gerador na concentragao de 30ug/mL (de Sire et al., 2021;
Diao et al., 2018; EI-Mehi and Faried, 2020), captado com seringa de 3mL e aplicado
som agulhas descartaveis no tamanho 25x8mm (21G), marca BD®. Os tratamentos
se repetiram, as 3h, 6h, 24h e 48 horas apos inoculagdo do veneno (Figura 1).

Com o intuito de avaliar o efeito de cada tratamento, a eutanasia ocorreu de
forma gradativa com 20 animais de cada grupo nos momentos 6h (avaliagdo dos

efeitos até 3h); momento 24h (avaliagdo dos efeitos apdés 3h e 6h); momento 72h
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(avaliacédo dos efeitos apos 3h, 6h, 24h e 48h). A eutanasia do grupo C ocorreu no
momento 0 (MOh) (Fig. 1).

hours
\ A

Lachesis m. muta
Venom
(n=120)

GO3 (1=60): 03
GV (u=60) NaCl 0,9%

CLINICAL MONITORING

GO3 (n = 40): 03
GV (1 = 40): NaCl 0,9%

7\
After 24

GO3 (n=20): 03
GV (1 = 20): NaCl 0,9%

A\

After 48
hours hours hours
o N/ Y 7

AV (0=80)

GO3 (n=20): 03
GV (n=20): NaCl 0.9%

Euthanasia

Euthanasia

FEuthanasia

Euthanasia

- GO3 (n=20) GO3 (n=20) GO3 (n=20)
EgLec C\j@) GV(n=20) GV(0=20)
Histopathologic analysis of Tissue «—"" EUTHANASIA ——.__, Blood Hematological analysis
skeletal muscle and kidney samples samples and biochemical analysis

Fig. 1. Desenho experimental. Antiveneno (AV); Terapia com ozdnio (O3); Grupo
veneno (GV); Grupo ozénio (GO3); Grupo controle “basal” (GC). Momento 0 (MO);
Momento 6 horas (M6h), apds inocular o veneno; Momento 24 horas (M24h),
apos inocular o veneno; Momento 72 horas (M72h), apds inocular o veneno.

2.2. Eutanasia

Os animais foram anestesiados por via IP com a aplicacdo de cloridrato de
Xilazina 2% (Xilazin®) na dose de 10mg/Kg e a Cetamina (Ketamina®) na dose de
60mg/Kg, segundo protocolo de Kanashiro and Cassu, (2008). O ébito dos animais
ocorreu por conta da exsanguinagao e foi confirmado pela auséncia de movimentos
respiratorios e batimentos cardiacos.

2.3. Avaliagéo clinica

Os parametros clinicos relacionados a lesdo foram baseados no estudo de
Abegéo et al.,, (2015) e Barrionuevo et al., (2015), com os seguintes escores:
sensibilidade dolorosa: 0- ausente; 1- presente (considerada quando havia uma ou

mais mudangas no comportamento do animal, tais como inquietude, agitacéo,

vocalizagdo e movimento de virar a cabega com intengdo de morder apds contato
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com a lesdo); cor do membro: 1- résea; 2- amarelada; 3- palida; 4- ciandtica; edema,
necrose e Ulcera sendo: 0-ausente; 1-presente. A avaliagao clinica da lesao iniciou
no primeiro dia, seis horas apds aplicacao do veneno, e repetiu-se a cada 24 horas

antecedendo os momentos de eutanasia.

2.4. Analise histopatologica

Os fragmentos de tecido muscular, retirados da area central da lesdo, foram
fixados em solugao de formalina tamponada a 10% por 24 horas e posteriormente
inclusos em parafina. Foram obtidos cortes de 5um de espessura e corados com
Hematoxilina e Eosina (HE). A pontuacéo utilizada na avaliagédo histopatoldgica para
estabelecer critérios lesdao muscular esquelético foi adaptada de estudos anteriores
(Gerez et al.,, 2015; Grenier et al., 2011). O escore de cada lesdo foi obtido
multiplicando-se o fator gravidade com a extens&do da lesdo. O escore foi entdo
obtido pela soma de cada escore da lesdo. Fator de gravidade (grau de gravidade):
1-lesbes leves, 2-lesbes moderadas, e, 3-lesdes graves. A extensdo de cada lesao
(intensidade ou frequéncia observada) foi avaliada e pontuada como: 0-sem lesao,
1-baixa extensao (25% do tecido afetado), 2-intermediaria (50% do tecido afetado) e

3-grande extensdo (75% ou mais do tecido afetado).

2.5. 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. Em
todos os testes foi adotado nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para verificar a
existéncia de associacao entre variaveis qualitativas foi aplicado o Teste Qui-
Quadrado ou, em algumas situagdes, o Teste Exato de Fisher. Para analise do score
de lesdo histopatoldgica foi aplicado o teste de normalidade dos dados (Shapiro
Wilk), que obteve p-value menor que 0,01, portanto, foi constatado que os dados
nao seguem uma distribuicdo normal. Sendo assim, foi necessario aplicar um teste

nao-paramétrico (Kruskal-Wallis) para comparar os grupos.
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3. RESULTADOS

3.1. Manifestagdes clinicas causadas pelo veneno de Lachesis muta muta e
tratamento com antiveneno e ozonioterapia, em ratos Wistar
O veneno de L. m. muta na dose de 1,0mg/k, aplicado por via intramuscular em
membro posterior esquerdo, causou edema acentuado, dor e alteragdes na
coloragcao do membro em todos os animais inoculados, com o avancgo do tratamento

houve melhora gradativa das alteragdes (Fig.2.), sendo que o grupo submetido a

ozonioterapia apresentou melhores resultados ao final do experimento.

E F S G B H il

Fig. 2. Alteragcbes em membro posterior esquerdo causadas pelo veneno de L. m.
muta e efeito do tratamento com antiveneno e ozonioterapia. (A, B, C, D) animais do
GV nos momentos 6h, 24h, 48h e 72h, respectivamente; (E, F, G, H) animais do
GO3 nos momentos 6h, 24h, 48h e 72h, respectivamente. Em A e E intenso edema
e coloragao cianética que regrediram ao longo do tempo. Ao final, D e H, lesdes com
aspecto roseo e sem edema.

Tabela1
Aspecto clinico de ratos Wistar inoculados com veneno de Lachesis muta muta e
tratados com antiveneno e ozonioterapia.

Painful sensitivity (%) Oedema (%) Color of the lesion (%)
GV GO3 GV GO3 GV GO3

p P Rose Cyanotic Rose Cyanotic p

M6h 100 100 - 100 100 - 0 100 0 100 -

M24h 95 52 <0,05 100 43 <0,05 23 77 76 24 <0,05
M48h 91 19 <005 82 5 <0,05 32 68 81 19 <0,05
M72h 45 0 <0,05 32 0 <0,05 73 27 100 0 <0,05

p<0,005 comparison of groups at each moment.
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Em nosso estudo, em comparagdo com o grupo tratado somente com
antiveneno, o0s animais submetidos a ozonioterapia apresentaram importante
melhora clinica, com diminuicdo consideravel da dor muscular esquelética e do

edema logo nas primeiras 24h (Tabela1).

3.2. Alteragbes histopatologicas provocadas por veneno de Lachesis muta

muta e tratamento com antiveneno e ozonioterapia em ratos Wistar

A analise histopatoldgica da musculatura esquelética demonstrou que o veneno
de L. m. muta causa importante mudanga na morfologia tecidual caracterizada por
edema, necrose muscular, infiltrado inflamatério neutrofilico, hemorragia,
degeneracgao e congestao (Fig. 4). A aplicacao de antiveneno 6h apds inoculagéo de
veneno laquético nao foi capaz de impedir o dano tecidual durante as primeiras 24h
apods a intoxicagao. Somente no M72h os animais do GV apresentaram uma melhora
do edema (p<0,001), hemorragia (p<0,001) e congestao (p=0,003). A ozonioterapia,
por sua vez, tanto isolada (M6h) quanto em associagdo com o antiveneno, mostrou-
se eficaz para prevenir a miotoxicidade esquelética local em todos os parametros no
GO3, com o decorrer dos momentos.

Logo nas primeiras 6h apés inoculagdo do veneno houve formagao de edema
pronunciado (Fig. 3A). No GV o edema apresentou aumento progressivo (M24h),
mesmo apos administragdo do antiveneno, tendo sua redugao observada somente
no M72h. Ja no GO3, embora tenha havido formacédo de edema intersticial, o score
médio no M6h foi menor (2,7) que no grupo que nao recebeu a ozonioterapia (3,8) (p
= 0,047), manteve-se estavel até M24h e posteriormente apresentou regressao
significativa no M72h (p = 0,005), maior do que a dos animais tratados somente com
antiveneno, no mesmo momento. O GO3 no M72h comparado com o GC nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa, o que demonstra a redugao do
edema, evidente também na avaliacdo do infiltrado inflamatério (Fig. 3F) e na
avaliacao clinica.

A formacao de necrose tecidual na musculatura esquelética ocorreu em todos
0s animais inoculados com veneno de L. m. muta (Fig. 3B). Porém, os animais do
grupo O3 evoluiram com redugao progressiva da necrose no decorrer do tratamento.
Ao final, quando comparados os GV e GO3 no M72, notamos diferenca

estatisticamente significativa (p = 0,004).
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A intensa congestdo causada pelo veneno laquético foi evidenciada tanto no
grupo veneno, quanto no grupo ozbénio. Contudo, na avaliagdo entre momentos do
grupo O3, observamos que houve regressdao mais significativa (p<0,001) da
congestao entre M6h e M72h, e, entre M24h e M72h (Fig. 3C).
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Fig. 3. Score lesional da musculatura esquelética de membro posterior esquerdo. O
grupo controle (C-MOh) se diferenciou estatisticamente (p < 0,05) dos demais grupos
em todas as varaveis (V) (A) edema pronunciado logo nas primeiras 6h apos
inoculagdo do veneno, principalmente no grupo que foi tratado somente com
antiveneno (GV), o grupo tratado com ozdnio (GO3) apresentou regressdo quase
total do edema, ao decorrer dos momentos. OV-M6h x O3-M6h (p = 0,047); #V-M24h
x 03-M24h (p < 0,001); * V-M72h x O3-M72h (p = 0,005); +C-MOh x O3-M72h. (B)
necrose tecidual em ambos os grupos. *V-M72h x O3-M72h (p=0,004). (C)
congestado causada pelo veneno laquetico, nos grupos V e O3. Porém, na avaliagéao
entre momentos do grupo O3, houve regressdo mais significativa. #03-M6h x M72h
(p<0,001); € no OM24h x M72h (p< 0,001). (D) reducdo da hemorragia no grupo
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tratado somente com antiveneno apenas no M72h. No grupo O3 houve redugao
progressiva. # C-MOh x V-M72h (p = 0,002); * C-MOh x O3-M72h (p=0,933); T group
O3 M24h x M72h (p < 0,001). (E) Degeneragéao, ocorreu melhora entre $O3-M6h e
03-M72h (p<0,001). (F) No GO3 houve redugao do processo inflamatério a partir do
#M24h (p=0,0006).

Fig. 4. Efeitos do veneno de Lachesis muta muta e do tratamento com antiveneno
e 0z6nio na morfologia do musculo esquelético de ratos. (A) GV-M6h: degeneragao
severa de miécitos e necrose; infiltrado inflamatério neutrofilico grave (setas). HE,
barra 50uM. (B) GV-M24h: degeneragédo e necrose severa dos miocitos; infiltrado
moderado infiltrado inflamatério neutrofilico (setas) e hemorragia (*). HE, bar50uM.
(C) GV-M72h: degeneragao e necrose de miécitos graves; reparagao tecidual com
proliferagdo de tecido conjuntivo e infiltrado inflamatério crénico (*). HE, barra
50uM. (D) Grupo GO3-M6h: necrose grave de midcitos e infiltrado inflamatério
neutrofilico grave (setas). HE, barra 50uM. (E) GO3-M24h: degeneragao e necrose
moderada de midcitos e infiltrado inflamatdrio neutrofilico (setas). HE, barra 50uM.
(F) GO3-M72h: diminuicdo da necrose dos midcitos e do infiltrado inflamatério
(setas). HE, barra 50uM.

=

Ao comparar o GC com GV, no M72h, notamos que o antiveneno causou
reducao da hemorragia (Fig. 3D) entre os momentos 24h e 72h (p<0,001) e, embora,
no M72h, a hemorragia tenha diminuido no GV (p = 0,002) com score médio de 1,9,
0os animais submetidos a ozonioterapia apresentaram maior redu¢do, com score
médio de 0,9, préximo ao do controle. Ainda no GO3, pode-se observar diminuigao

progressiva da hemorragia entre os momentos.
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A degeneracdo de midcitos provocada pelo envenenamento foi intensa no GV
e no GO3, porém com o passar do tempo, no GV, tratado somente com antiveneno,
houve progressao da lesdo, enquanto, no grupo que recebeu a ozonioterapia (GO3)
a lesao regrediu consideravelmente. Note que ha diferenga estatistica significativa
entre M6h e M72h no GO3 (p<0,001), o que ndo observamos no grupo veneno (Fig.
3E).

Quanto a inflamacado neutrofilica causada pelo veneno, houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controle e os demais grupos em todos os
momentos (p<0,001) (Fig. 3F). Porém, vale ressaltar que, o GO3 apresentou
reducdo do processo inflamatério desde o M6h, provavelmente devido a aplicacao
de ozbnio apds 3h de inoculacdo do veneno, sendo esta redugdo progressiva,
principalmente entre o M24h e M72h (p = 0,006), quando foi associado o antiveneno.

A associacao foi eficiente no combate da inflamacéo tecidual.

3. DISCUSSAO

Neste estudo, a ozonioterapia demonstrou grande potencial terapéutico em
alguns aspectos locais do envenenamento por L. m. muta em ratos, como: redugao
significativa da dor e do edema muscular e melhora do aspecto cianético da leséo ao
prevenir hemorragia subcutdnea, em associacdo com o antiveneno; redugao
significativa da formacao de mionecrose local apds associagao;

O envenenamento por Lachesis sp. pode produzir efeitos locais devido as
varias enzimas e proteinas que compdem o veneno. Miotoxicidade (Damico et al.,
2006, 2005), edema, ulcera (Ferreira et al.,, 2009; Pereira, 2021), atividade
proteolitica (Cordeiro et al., 2018) disturbios hemorragicos e hemodinamicos (Bard et
al.,, 1994; Cordeiro et al., 2015; Diniz-Sousa et al., 2020; Muniz et al., 2021,
Rucavado et al., 1999; Sanchez et al., 1995, 1991) sdo comuns em casos de
acidente laquético, porém, podem ser debelados ou até evitados quando tratados
em tempo habil e com um antiveneno adequado. Contudo, a falta ou dificuldade de
acesso ao servico de saude e demora no atendimento em determinadas regides,
podem resultar em morte por acidentes envolvendo serpentes Lachesis sp. (Mise et
al., 2018).

A avaliagao clinica da lesao teve inicio no primeiro dia, sendo observadas as

alteragdes como dor, edema e cianose logo nas primeiras horas apos a aplicagéo do
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veneno. Em um estudo que avaliou o edema inflamatério induzido com veneno de L.
m. muta, Ferreira et al., (2009), observou o aumento da permeabilidade
microvascular por mecanismos que envolvem, in vivo, a ativagdo de mastocitos e
metabolitos de acido araquidénico, bem como, que as respostas induzidas pelo
veneno também envolvem a liberagéo de substancia P, bradicinina e éxido nitrico. E
amplamente aceito que dor e edema sao sintomas comuns ao processo inflamatorio,
em nosso estudo, em comparagao com o grupo tratado somente com antiveneno, os
animais submetidos a ozonioterapia apresentaram importante melhora clinica, com
diminuicdo consideravel da dor muscular esquelética e do edema logo nas primeiras
24h. Tal achado pode ser justificado pelo efeito do ozdnio, ndo apenas na mediagéo
da inflamagdo, como sugerido anteriormente, mas também na percepcdo e
modulagao nociceptiva, 0 que corrobora com outras pesquisas (Babaei-Ghazani et
al., 2019; de Sire et al., 2021, 2020; Melchionda et al., 2012; Raeissadat et al., 2018;
Ryska et al., 2021). Diante do exposto, a ozonioterapia pode ser considerada uma
alternativa promissora na mediacdo do processo inflamatério agudo e seus
sintomas, tanto isoladamente quanto em combinagao com outros tratamentos.

O estudo histopatolégico do membro inoculado revelou que os animais tratados
somente com antiveneno polivalente, sofreram acentuadas alteragdes circulatérias,
edema intersticial, congestdo e hemorragia, infiltrado inflamatério neutrofilico,
necrose e degeneracao de midcitos (Fig. 4). Somente no M72h houve redugédo das
alteracbes circulatérias e mudanga da composicdo inflamatéria, passando a ter
predominio de macrofagos e discreta proliferacdo de tecido conjuntivo e
neovascularizacdo, porém o antiveneno sozinho ndo foi capaz de reduzir a
mionecrose. Enquanto os animais tratados com a associagdo de ozbnio e
antiveneno, apresentaram melhora ja no M24h, caracterizada por discreta redugéo
das lesbes teciduais e presenca de infiltrado inflamatério misto (neutrofilos,
macroéfagos e linfocitos) e, ao final do tratamento, M72h, uma acentuada redugéo
das alteragbes morfologicas, caracterizada por diminuigdo da hemorragia, edema,
congestdo, degeneracdo e necrose tecidual. O infiltrado inflamatério, neste
momento, apresentou predominio de macrofagos, com grande proliferagao de tecido
conjuntivo e neovascularizagdo para reparo tecidual (Fig. 4F). Sagai and Bocci,
(2011) sugerem que o ozOnio pode estimular o sistema antioxidante, regular
respostas inflamatdrias, melhorar a reologia vascular, aumentar o fluxo sanguineo e

a oxigenacao em tecidos em hipodxia.
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O tratamento topico com ozbénio vém sendo estudado acerca do efeito
cicatricial na reduc¢ao do tempo de retracéo de feridas em diferentes espécies (Shete
et al., 2016). Pereira, (2021) investigou o 6leo de girassol ozonizado no tratamento
de ratos inoculados om veneno de L. m. muta e observaram resultados promissores
no processo cicatricial, sem efeitos adversos. Em nosso estudo este tratamento
também foi proposto, mas, como citado anteriormente, nos animais inoculados n&o
ocorreu a formacao de ferida. A concentragdo de oz6nio (30ug/mL) utilizada neste
estudo também nao causou efeitos adversos, mostrando-se segura. (Naserzadeh et
al., 2017; Sagai and Bocci, 2011) mostram que a eficacia terapéutica do ozénio esta
relacionada ao estresse oxidativo controlado e moderado como resultado de reagdes
de ozbénio com componentes biolégicos e que, a linha ténue entre a eficacia e
toxicidade do ozbnio pode ser dose dependente.

Existem algumas hipdteses acerca dos mecanismos de agdo do ozbnio no
metabolismo (Bocci, 2006; Borrelli and Bocci, 2018). Estudos defendem que apds
penetrar no organismo o O3 é capaz de promover a melhora da oxigenagao que por
sua vez favorece o metabolismo celular, o que contribui para excre¢cao de produtos
toxicos gerados pelo catabolismo celular, além de contribuir para a regulagdo dos
mecanismos de defesa imunoldgica, inclusive com efeito imunomodulador (Recio et
al., 1999; Sagai and Bocci, 2011). O processo de ozonizagdo que ocorre no sangue
e intramuscular representa um estresse oxidativo agudo que, desde que seja
precisamente calculado de acordo com uma dosagem criteriosa, ndo € deletério,
mas €& capaz de provocar uma infinidade de respostas biologicas uteis e,
possivelmente, pode reverter o estresse oxidativo e restaurar a homeostase, bem
como, estimular fatores de crescimento liberados de plaquetas e células endoteliais
(Bocci, 2006). Segundo Shete et al., (2016) o mecanismo pode estar relacionado
com o aumento da metabolizagdo do oxigénio (O2) pois o O3 estimula o aumento da
taxa de glicdlise nas hemacias, aumentando a sintese do 2,3-difosfoglicerato, que
por consequéncia aumenta a oferta de O2 para os tecidos, promovendo uma melhor
cicatrizagao e recuperacgao do tecido injuriado. Uma outra hipétese esta relacionada
a ativagao do sistema imunologico. O O3 quando administrado nas doses entre 30 e
55 pg/mL causa elevacéo da sintese de interferons, diminuigdo da interleucina-2, e
fator de necrose tumoral, atuando como imunomodulador, diminuindo a intensidade
das reagdes imunoldgicas posteriores (Shete et al., 2016). Apds anos de pesquisa

sobre as propriedades medicinais da terapia com ozdnio Borrelli e Bocci, (2018)
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recomendam o emprego da ozonioterapia para tratar diversas desordens
inflamatérias. E importante ressaltar que, embora a literatura demonstre a eficacia
do o0z6nio, o mesmo deve ser utilizado como adjuvante a terapia convencional, uma
vez que pode melhorar os resultados do tratamento clinico e farmacoldgico (Clavo
and Santana-Rodriguez, 2012; Re et al., 2012)

Para concluir, a ozonioterapia demonstrou sua eficacia no tratamento adjuvante
do anti-veneno polivalente em casos de envenenamento por Lachesis muta muta e
também isoladamente nas primeiras horas logo apdés envenenamento. A
ozonioterapia na dose de 30pg/mL pode contribuir para minimizar os efeitos
inflamatdrios locais causados pela toxina laquética.
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Resumo

Neste estudo, avaliamos os efeitos sistémicos da terapia com ozbénio (O3) em
associagao com um antiveneno polivalente para reduzir os efeitos sistémicos agudos
induzidos pelo veneno de Lachesis muta muta em ratos. Foram utilizados 140 ratos
Wistar machos; 20 para o grupo controle e 120 foram expostos ao veneno laquético
(1,0mg/kg — IM) e posteriormente tratados com antiveneno polivalente (soro anti-
Bothrops/Lachesis - 6h apds) e gas ozbnio (30mg/mL — IP) + 6leo de girassol
ozonizado tépico (3h, 6h, 24h e 72 horas pds exposi¢cao ao veneno). Vinte animais
por grupo foram anestesiados para coleta de sangue por pungédo intracardiaca e
depois eutanasiados para coleta de sangue e tecido. As analises hematoldgico-
bioquimica e histopatoldgica foram realizadas por métodos convencionais. O veneno
laquético produziu aumento de creatina quinase (CK), ureia, creatinina, leucécitos,
neutrofilos, fibrinogénio, lesdo renal degenerativa, congestdo, hemorragia e necrose
tubular aguda. A liberagdo de (CK) foi significativamente prevenida pelo 0zénio em

combinagao com soro antiofidico; a associagao também foi parcialmente efetiva para
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reduzir os biomarcadores séricos de ureia e creatinina e neutréfilos; o tratamento
associado foi mais eficaz na redugédo da necrose, congestdo, degeneragéo renal e
hemorragia. Em conclusdo, a terapia com 0zdnio em associagdo com um antiveneno
polivalente tem o potencial de reduzir uma série de efeitos sistémicos causados pelo

veneno laquético em rato.

Palavras-chave: Lachesis muta muta; Ozonioterapia sistémica; Antiveneno;

Toxicidade sistémica; Rato

Destaques

Ozonioterapia, pode ser um tratamento eficaz no acidente provocado por
Lachesis muta muta.

Associada ao antiveneno, a ozonioterapia € eficaz na prevencdo da
miotoxicidade sistémica.

A terapia de ozobnio reduz, progressivamente, a hemorragia causada por
envenenamento.

A ozonioterapia € um fator protetivo no combate a lesédo renal aguda causada

pelo veneno de L. m. muta.
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1. INTRODUGAO

Acidentes ofidicos s&o relevantes uma vez que podem causar incapacidades
permanentes, gerando transtornos econémico e psicoldgico e assim, constituem um
problema de saude publica mundial (Ochoa-Avilés et al., 2020). A preocupacgéo é tao
representativa que a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) incluiu o acidente
envolvendo serpentes na lista de Doengas Tropicais Negligenciadas (Chippaux,
2017).

As principais serpentes pecgonhentas de interesse médico em nosso pais,
causadoras de acidentes, sdo as dos géneros Bothrops (jararacas) com 86,8%,
Crotalus (cascavel) com 8,9%, Lachesis (surucucu) com 3,5% e Micrurus (coral) com
0,8% dos acidentes, no periodo de 2003 a 2012, presentes na regido da Amazénia e
Mata Atlantica (Matos and Ignotti, 2020).

As toxinas conhecidas da Lachesis muta muta sao as serinoproteinases, L-
aminoacido oxidase, fosfolipases A,, hialuronidase e lecitina tipo C (Sanz et al.,
2008; Chippaux, 2017; Wiezel et al., 2019). Alguns autores relatam no acidente
laquético acdes proteolitica, coagulante e hemorragica com agao necrosante,
atividade do tipo trombina e agcdo de hemorragias com sinais clinicos locais e
sisttmicos como infeccdo bacteriana, insuficiéncia renal, manifestacdes
hemorragicas diversas, sindrome vagal (manifestada por vOmitos, dores
abdominais, diarreia e bradicardia) o que pode ser grave e provocar o Obito do
paciente (Diniz-Sousa et al., 2020; Ledo-Torres et al., 2021). Contudo, a gravidade
do acidente, além de outros fatores, se relaciona principalmente com o tempo da
ocorréncia até o atendimento (Mise et al., 2018; Pinho and Pereira, 2001).

Em geral o tratamento do acidente ofidico consiste na aplicagdo do antiveneno
0 mais rapido possivel, pois a soroterapia neutraliza o veneno circulante e impede
novas lesdes. Contudo, as lesbes que ja ocorreram sdo geralmente irreversiveis e
mais propensas as complicagdes (Muniz et al., 2021; Pinho and Pereira, 2001).

No Brasil, os antivenenos para Lachesis muta muta sao polivalentes e
consistem em imunoglobulinas produzidas a partir de equinos hiperimunizados com
um pool de venenos de cinco espécie de serpentes Bothrops (B. jararaca, B.
alternatus, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi) e Lachesis muta. Embora a
aplicagdo do antiveneno seja o tratamento convencional, possui pouca acao de

neutralizacdo sobre os efeitos locais, possibilidade de reacdo de hipersensibilidade
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imediata e tardia, problemas de regionalizagdo das espécies das serpentes, falta de
disponibilidade em regides distantes e alto custo de produgdo com baixa margem de
lucro, o que reduz o interesse das industrias farmacéuticas (Albuquerque et al.,
2013; Colombini et al., 2001; Domingos et al., 2012; Waldez and Vogt, 2009). Diante
disso, o emprego de um tratamento adjuvante, com o intuito de minimizar os efeitos
sistémicos provocados pelo veneno, pode apresentar efeitos positivos, como
observado no estudo de Le&o-Torres et al., (2021).

A ozonioterapia tem sido utilizada em varias situacdes, pois estimula uma serie
de mecanismos que contribuem para a normalizagdo da disponibilidade de O2, que
consequentemente resulta em melhora nas doencgas relacionadas a falta do mesmo,
como: isquemias, ma cicatrizagao, infecgoes, estresse oxidativo (Bocci et al., 2011;
Bocci, 2006; Cho et al., 2021; Elvis and Ekta, 2011; Travagli et al., 2010, 2009;
Ugazio et al., 2020), no tratamento da dor e disturbios musculoesqueléticos (Babaei-
Ghazani et al., 2019; Ryska et al., 2021; Seyam et al., 2018).

Considerando que a eficacia de adjuvantes terapeuticamente uteis para tratar
os efeitos induzidos por esses venenos precisam ser mais investigados, a terapia
com ozoénio tornou-se objeto de estudo para esta pesquisa, cujo objetivo foi avaliar
os efeitos sistémicos da ozonioterapia como tratamento adjuvante do anti-veneno
polivalente em casos de envenenamento por Lachesis muta muta em ratos Wistar,

através de uma abordagem bioquimica, hematolégica e histopatoldgica.

2. METODOLOGIA

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade do Oeste Paulista, sob protocolo n° 5487, desenhado e monitorado
de acordo com os principios éticos preconizados pela Resolu¢do Normativa 33 do
CONCEA (Brasil, 2016) e as diretrizes ARRIVE (du Sert et al., 2020).

2.1. Modelo experimental

Foram utilizados 140 ratos Wistar, machos, com peso médio de 350g,
mantidos em gaiolas individuais, com agua e ragdo a vontade, em ambiente
climatizado com temperatura de 22°C + 2°C, em fotoperiodo de 12 horas

claro/escuro, aclimatados uma semana antes de iniciar o experimento.
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2.2 Veneno bruto e antiveneno

No primeiro dia de experimento 120 ratos foram submetidos a tricotomia em
membro posterior esquerdo e inoculados com 1,0mg/Kg de veneno de serpente
Lachesis muta muta, por via intramuscular (IM) (Saneshigue et al., 2019). A amostra
liofilizadas do "Pool" de venenos de Lachesis muta muta foram fornecidas pelo
Centro de Estudos e Pesquisas Biolégicas da PUC de Goias e mantidas congeladas
a -20°C até o momento de uso. Apods seis horas procedeu a aplicacao intraperitoneal
(IP) do antidoto comercial, soro antiofidico polivalente Master Soro Plus®
(Vencofarma), na dose preconizado pelo fabricante, para neutralizar a toxina
inoculada. Os 20 animais restantes ndo sofreram qualquer intervencdo — néo
receberam veneno, ou, antiveneno — e foram eutanasiados, sendo este grupo

destinado a avaliacdo dos valores basais e comparagao com os demais.
2.3 Tratamento

Para o tratamento (Fig.1), os animais foram randomizados e distribuidos em
dois grupos com 60 animais cada, sendo: O grupo veneno — (GV) recebeu
tratamento com solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%), 2 gotas em membro inferior
esquerdo — via topica, e 3mL por via IP. O grupo Ozbénio — (GO3) foi tratado com
aplicacédo IP de gas oz6nio na concentragdo de 30ug/mL e Oleo de girassol
ozonizado, por via tépica em membro posterior esquerdo. Foram instiladas duas
gotas (cerca de 0,1mL) no local de inoculagdo do veneno e com auxilio de hastes de
algodao para espargir, padronizou-se 5 movimentos circulares. O 6leo de girassol
ozonizado, contendo indice de peréxido equivalente padronizado de 700meqg/kg, foi
ad quirido pronto para uso da Ozone&Life® - Tecnologia em Geradores de Ozbnio. O
gas aplicado por via IP é uma mistura de gas oxigénio (95%) e ozénio (5%) (O2-O3)
que foi gerado com auxilio de aparelho Gerador na concentragdo de 30ug/mL (de
Sire et al., 2021; Diao et al., 2018; EI-Mehi and Faried, 2020), captado com seringa
de 3mL e aplicado com auxilio de agulhas descartaveis no tamanho 25x8mm (21G),
marca BD®. Os tratamentos ocorreram, as 3h, 6h, 24h e 48 horas ap6s inoculacdo

do veneno
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CLINICAL MONITORING

After 24 er 48
Lachesis m. miuta AV (n=80)
Venom GO3 (n=60): O3 GO3 (n=20): 03 GO3 (n=20): 03
(1=120) GV (n=60) NaCl 0.9% |GO3 (n = 40): O3 GV (n=20): NaCl 0.9% |GV (n =20): NaCl 0.9%

GV (n=40): NaCl 0.9%

Euthanasia
GO3 (n=20)
GV(n=20)

Euthanasia
GO3 (n=20)
GV(n=20)

Euthanasia
GO3 (n=20)
GV(n=20)

Euthanasia
GC (n=20)

Histopathologic analysis of Tissue «—"" EUTHANASIA —__ | Blood Hematological analysis
skeletal muscle and kidney samples samples “? and biochemical analysis

Fig. 1. Desenho experimental. Antiveneno (AV); Terapia com ozdnio (O3); Grupo
veneno (GV); Grupo ozénio (GO3); Grupo controle “basal” (GC). Momento 0 (MO);
Momento 6 horas (M6h), apds inocular o veneno; Momento 24 horas (M24h),
apos inocular o veneno; Momento 72 horas (M72h), apds inocular o veneno.

Com o intuito de avaliar o efeito de cada tratamento, a eutanasia ocorreu de

forma gradativa com 20 animais de cada grupo nos momentos 6h (avaliagdo dos
efeitos até 3h); momento 24h (avaliagao dos efeitos apdés 3h e 6h); momento 72h
(avaliagao dos efeitos apds 3h, 6h, 24h e 48h). A eutanasia do grupo C ocorreu no
momento 0 (MOh) (Fig. 1).

2.4 Eutanasia

Os animais foram anestesiados por via IP com a aplicacdo de cloridrato de
Xilazina 2% (Xilazin®) na dose de 10mg/Kg e a Cetamina (Ketamina®) na dose de
60mg/Kg, segundo protocolo de (Kanashiro and Cassu, 2008). Posteriormente
ocorreu pungao intracardiaca, para coleta das amostras de sangue, onde foram
utilizados adaptadores e agulhas - 25x8mm (21G) -, descartaveis e tubos a vacuo,
com anticoagulante EDTA para realizar o hemograma, e tubo sem anticoagulante
para avaliagdo sorologica de ureia, creatinina e creatina quinase (CK), ambos da
marca BD Vacutainer®. O ébito dos animais ocorreu por exsanguinagao e foi

confirmado pela auséncia de movimentos respiratérios e batimentos cardiacos.
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Fig. 2. Tratamento dos animais do grupo ozdnio (GO3). Aplicagéo do éleo de girassol
ozonizado em membro posterior esquerdo e de gas ozénio por via intraperitoneal.
(A) Aplicagcao de dleo de girassol ozonizado, em membro posterior esquerdo dos
animais do grupo ozdénio (GO3). (B) Aplicagdo de gas oz6nio (30ug/mL), por via
intraperitoneal dos animais do grupo ozénio

2.5 Analise bioquimica sérica

Para analisar a atividade miotdxica e nefrotdéxica do veneno de L. m. muta,
foram utilizados os biomarcadores séricos creatina quinase (CK), ureia (Ur) e
creatinina (Cr). Os ensaios foram realizados utilizando-se um analisador automatico
Cobas C111 (Roche Holding AG®, Basel, Suica), no laboratério de Patologia Clinica
do Hospital Veterinario da Unoeste, com amostras de soro e plasma, armazenadas
apos coleta. O analisador bioquimico utilizado é automatico e os kits utilizados para
testes diagndsticos também foram da marca Roche®, seguindo as especificagdes do

fabricante.

2.6 Anélise hematolégica

O Hemograma foi processado no aparelho POCH-100, modelo iV DIFF,
(Sysmex do Brasil Industria e Comércio Ltda., Sao José dos Pinhais, PR, Brasil),
cujo reagentes utilizados nas analises pertencem a mesma fabricante do aparelho.
Foram determinados os parametros de eritrécitos, hemoglobina, hematocrito, volume

corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragéao de
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hemoglobina corpuscular média (CHCM), largura de distribuicdo de globulos
vermelhos (RDW) e contagem total de leucocitos. Os valores relativos para
reticulocitos foram determinados como uma porcentagem do total de gldbulos
vermelhos (Bessman, 1990; Brandow, 2018). Para contagem diferencial de
leucdcitos, esfregagos sanguineos foram corados com Diff-Quick (Panotico® -
Laborclin Produtos para Laboratorios Ltda., S&do José dos Pinhais, PR, Brasil) e, em
seguida, analisados sob um microscépio éptico E- 200 Nikon (Nikon Inc., Téquio,
Japao), em aumento de 100x. A concentracdo de fibrinogénio foi determinada
usando um refratbmetro ATC-ITREF-200 (Instrutemp Instrumentos de Medigao
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), por técnica calorimétrica e os resultados foram
expressos em mg/dL. A concentragdo de proteina plasmatica total (PPT) foi

quantificada pelo mesmo refratbmetro e os resultados foram expressos em g/dL.

2.7 Analise histopatologica

A histologia renal ocorreu a partir de bidpsia de fragmentos dos rins direito e
esquerdo. Os fragmentos dos tecidos renais foram fixados em solugdo de formalina
tamponada a 10% por 24 horas e posteriormente inclusos em parafina. Foram
obtidos cortes de 5um de espessura e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). A
pontuacgdo utilizada na avaliagcéo histologica para estabelecer critérios lesdo renal e
muscular esquelético foi adaptada de estudos anteriores (Gerez et al., 2015; Grenier
et al,, 2011), assim, o escore de cada lesdo foi obtido multiplicando-se o fator
gravidade com a extensao da lesdo. O escore do 6rgao foi entdo obtido pela soma
de cada escore da lesdo. Fator de gravidade (grau de gravidade): 1-lesbes leves, 2-
lesdes moderadas, e, 3-lesdes graves. A extensdao de cada lesdo (intensidade ou
frequéncia observada) foi avaliada e pontuada como: 0-sem leséo, 1-baixa extenséo
(25% do tecido afetado), 2-intermediaria (50% do tecido afetado) e 3-grande

extensao (75% ou mais do tecido afetado).
2.8 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. Em

todos os testes foi adotado nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para verificar a
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existéncia de associacao entre variaveis qualitativas foi aplicado o Teste Qui-
Quadrado ou, em algumas situagdes, o Teste Exato de Fisher. Para analise do score
de lesdo histopatoldgica foi aplicado o teste de normalidade dos dados (Shapiro
Wilk), que obteve p-value menor que 0,01, portanto, foi constatado que os dados
nao seguem uma distribuicdo normal. Sendo assim, foi necessario aplicar um teste

nao-paramétrico (Kruskal-Wallis) para comparar os grupos.

3. RESULTADOS

3.1. Perfil hematoldgico de ratos Wistar inoculados com veneno de
Lachesis muta muta e tratados com antiveneno e ozonioterapia

Tabela1
Parametros hematologicos de ratos Wistar inoculados com veneno de Lachesis
muta muta e tratados com antiveneno e ozonioterapia.

. M6h M24h M72h
Parametros C GO3 Y GO3 GV GO3 GV P
. 7o b a a C C b b
'fg'é}mfé’s 8.9 9.9 12 8.4 8.4 8.9 89 <0,01
H b a a C C bc bc
;’3?09'0“”"‘ 17.3 194 195 163 164 16,9 165 <001
Hematdcrito %  48,7° 53,4% 55,8° 46° 473" 47,8 46,7 <0,01
VCM fL 54,4°° 53,9 548" 548" 562° 53,5° 54°*' < 0,01
HCM 18,64 19,6° 19,6° 19,4° 19,5 19,1° 19,1 <0,01
CHCM % 35,6° 36,3 344* 355 347° 357° 354° <0,01
RDW % 12,32° 12,4 12,6° 114> 114° 124 125 <0,01
PPT g/dL 6,97 53°  55° 6,8" 7%° 7 717 <0,01
Fibrinogénio b b b a a a a
ma/dL 240 276,2 205 4857 4952 409 390,9 <0,01
Plaquetas/mm®1119,8°  1218,8* 1241,6° 934,9° 9439°  1243,3" 1288,9° <0,01
b a a b b b b
Leuctceitos 8340 149333 (34619 8510 8219 8338 823% <0,01
N. Bastonetes 0° 1° 1° 0° 1° 0° 0® <0,01
[ a a b bc [ c
N. 28.75 753 721 37 35 20 289 <001
Segmentados
Eosindfilos 1,25° 1% 12° 1° 1° 2*® 13 <0,01
Linfocitos 63,9%° 19,8  22,1° 56° 57,3 66° 63,5 <0,01
abc d becd abc a cd ab
Mondcitos 6,2 4,6 5,1 7 7.5 5 72  <0,01

Nivel de significancia de 5% (p<0,05). Letras diferentes indicam diferenga estatistica; Letras
iguais indicam momentos estatisticamente iguais.

Os animais inoculados com veneno (tanto GV, quanto GO3), quando
comparados com o grupo controle (sem veneno), apresentaram alteragdes

significativas (p<0,01) caracterizadas pelo aumento de eritrocitos, hemoglobina e
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hematdcritos no M6h e reducdo no M24h, os valores de RDW e proteina plasmatica
total reduziram (p<0,01) nos momentos M6h e M24h. No momento M72h n&o foram
identificadas alteragcbes com significancia estatistica, nestes parametros. O
fibrinogénio aumentou em todos os momentos, porém, com significancia estatistica
(p<0,01) nos M24h e M72h. Quanto as plaquetas, ocorreu um leve aumento no M6h,
quando comparado com o controle.

Durante avaliagdo microscépica do hemograma foi identificada hemodlise
discreta em 35% dos animais do GV, que nao recebeu tratamento as 3h apods
inoculagao do veneno.

O leucograma, dos grupos que receberam veneno, demonstram alteragdes
quando comparados com o controle, ocorreu pronunciada leucocitose (p<0,01) no
M6h com incremento de neutréfilos segmentados (p<0,01) e bastonetes (p<0,01), e,

linfopenia (p<0,01) no M6h (Tabela 1) e posterior normalizagao.

3.2. Perfil bioquimico de ratos Wistar expostos ao veneno de Lachesis muta

muta e tratados com antiveneno e ozonioterapia
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Fig. 3. Parametros bioquimicos, nos grupos controle (GC), veneno (GV), tratado
somente com antiveneno, e grupo ozbénio (GO3), tratado com antiveneno associado
a ozonioterapia, no momento 6h, quando houve diferenca entre os grupos. (A)
valores de creatina-quinase (CK) com diferenca significativa entre GC e GV, e GC e
GO3; (B) Creatinina e; (C) Uréia.
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Nos animais expostos a inoculagao intramuscular de veneno de L. m. muta,
houve aumento da liberacdo sérica de CK nas primeiras 6 horas apos
envenenamento, em comparagao com controle (p<0,001). O ozénio administrado as
3h apods inoculagao do veneno (GO3) mostrou-se eficaz ao evitar a liberagdo de CK
(p<0,001) quando comparado com o GV. Nos momentos de 24h e 72h ndo houve
diferenca significativa do nivel sérico de CK entre os grupos (Fig. 3A).

O veneno causou um pequeno aumento dos niveis séricos de creatinina, sem
diferenga estatistica significativa entre os grupos (Fig. 3B) em todos os momentos.
Os niveis de ureia aumentaram significativamente (p<0,001) nos grupos expostos,
porém, o ozbnio aplicado as 3h (GO3) conseguiu impedir a elevagdo de ureia
(p<0,005) quando comparado com o GV (Fig. 3C). Nos demais momentos (M24h e

M72h) n&do ocorreram alteragbes estatisticas significativas no nivel séricos dos
marcadores.

3.3. Alteragbes histopatoloégicas do tecido renal provocadas por veneno de
Lachesis muta muta e tratamento com antiveneno e ozonioterapia em ratos Wistar
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Fig. 4. Score lesional dos rins. (A) necrose tubular aguda nos grupos V e O3,
comparados com basal *(C-M0h) p<0,001 e menor no grupo O3. #V-M6h x O3-M6h
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(p = 0,04) e OV-M72h x O3-M72h (p<0,001). (B) degeneracao citoplasmatica nos
grupos V e 03, comparados com controle *(C-MOh) p <0,001 e redugdo mais
significativa da média do score lesional nos momentos do grupo O3. (C) reducao da
congestdo no grupo ozénio #O3-M72h x V-M6h (p 0,04). (D) média maior de
hemorragia no grupo tratado somente com antiveneno (V) no momento 6h.

| D \ L { a 4 ;.-; l;

Fig. 5. Efeitos do veneno de Lachesis muta muta e do tratamento com antiveneno e
oz6nio na morfologia renal de ratos. (A) GV-M6h: congestao intensa (*) e necrose
tubular aguda moderada (setas). HE, barra 50uM. (B e C) GV-M24h e GV-M72h:
congestao (*) e intensa necrose tubular aguda (setas) semelhante ao observado no
grupo GV-M6h. HE, bar50uM. (D) Grupo GO3-M6h: necrose tubular aguda grave
(circulo) e congestéao moderada (*). HE, barra 50uM. (E) GO3-M24h: necrose tubular
aguda (setas) e congestdo moderada (*). HE, barra 50uM. (F) GO3-M72h:
diminuicdo da necrose tubular aguda e congestédo. HE, barra 50uM.

£

3. DISCUSSAO

Neste estudo, a ozonioterapia demonstrou grande potencial terapéutico em
alguns aspectos sistémicos do envenenamento por L. m. muta em ratos, como:
reducgao significativa da formagao de mionecrose apds associagdo com antiveneno;
capacidade de prevenir a miotoxicidade sistémica, tanto isolada como em
associagao com soro antiofidico, efeito observado através da dosagem sérica de
CK; e reduziu parcialmente as respostas inflamatérias de forma semelhante a acao

do antiveneno isolado.
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O envenenamento por Lachesis sp. pode produzir efeitos locais e sistémicos
devido as varias enzimas e proteinas que compdem o veneno. Miotoxicidade
(Damico et al., 2006, 2005), edema, ulcera (Ferreira et al., 2009; Pereira, 2021),
atividade proteolitica (Cordeiro et al., 2018) disturbios hemorragicos e
hemodinamicos (Bard et al., 1994; Cordeiro et al., 2015; Diniz-Sousa et al., 2020;
Muniz et al., 2021; Rucavado et al., 1999; Sanchez et al., 1995, 1991) e renais
(Alves, 2010; Damico et al., 2007; Ledo-Torres et al., 2021) sdo comuns em casos
de acidente laquético, porém, podem
ser debelados ou até evitados quando tratados em tempo habil e com um
antiveneno adequado. Contudo, a falta ou dificuldade de acesso ao servigo de saude
e demora no atendimento em determinadas regifes, podem resultar em morte por
acidentes envolvendo serpentes Lachesis sp. (Mise et al., 2018).

O estudo bioquimico revelou que os animais tratados somente com antiveneno
polivalente, sofreram acentuadas alteragdes circulatérias, edema intersticial,
congestdo e hemorragia, infiltrado inflamatdrio neutrofilico, necrose e degeneragéao
de midcitos. Somente no M72h houve reducdo das alteragcdes circulatérias e
mudang¢a da composi¢ao inflamatéria, passando a ter predominio de macrofagos e
discreta proliferagdo de tecido conjuntivo e neovascularizagdo, porém o antiveneno
sozinho nao foi capaz de reduzir a mionecrose. Vale ressaltar que a concentragao
sérica de CK no grupo submetido a ozonioterapia foi consideravelmente inferior a do
GV.

Os animais tratados com a associagéo de ozdnio e antiveneno, apresentaram
melhora ja no M24h, caracterizada por discreta reducado das lesbes teciduais e
presencga de infiltrado inflamatério misto (neutréfilos, macréfagos e linfocitos) e, ao
final do tratamento, M72h, uma acentuada reducdo das alteragdes morfoldgicas,
caracterizada por diminuigdo da hemorragia, edema, congestdo, degeneracédo e
necrose tecidual. O infiltrado inflamat6rio, neste momento, apresentou predominio
de macrdéfagos, com grande proliferagédo de tecido conjuntivo e neovascularizagéao
para reparo tecidual. Neste sentido, vale ressaltar que a concentragcao plasmatica de
fibroblastos neste momento foi maior no grupo tratado com a ozonioterapia. Leao-
Torres et al., (2021), obtiveram resultados semelhantes em relagdo ao aumento de
fibrinogénio e plaquetas, observado 2 horas apds inoculagado do veneno. O aumento

de fibrinogénio pode ser devido a lesao tecidual causada pela toxina laquética que
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apresenta alta acéo proteolitica e hemorragica (Rucavado et al., 1999; Sanchez et
al., 1995, 1991).

No M72h os animais do GO3 mantiveram um valor mais alto de fibrinogénio o
que segundo Haddad et al., (2009), que avaliaram os constituintes sanguineos de
equinos apos aplicagdes intravenosa de ozbnio, reflete um efeito transitério
consequente da administragdo da mistura do gas, ndo sendo mais observados 24
horas apdés a administracdo do ultimo tratamento. O aumento desta proteina é
importante nos processos de cicatrizacao, tanto que, o tratamento topico com ozénio
vém sendo estudado acerca do efeito cicatricial na redugdo do tempo de retracdo de
feridas em diferentes espécies (Shete et al., 2016)

Em relagcdo aos parametros hematolégicos, ndo houve diferenga entre os
tratamentos com ozonioterapia e com antiveneno. A concentracdo de o0zbnio
(30pg/mL) utilizada neste estudo n&o causou disturbios hemodinamicos, mostrando-
se segura. Naserzadeh et al., (2017) e Sagai & Bocci, (2011) mostram que a eficacia
terapéutica do ozénio esta relacionada ao estresse oxidativo controlado e moderado
como resultado de reagdes de 0z6nio com componentes bioldgicos e que, a linha
ténue entre a eficacia e toxicidade do oz6nio pode ser dose dependente.

Quanto a avaliagdo renal, os biomarcadores e a histopatologia demonstraram
que as principais alteracbes observadas nos animais do GV foram degeneracgéo
citoplasmatica, congestdo e necrose tubular aguda (epitélio tubular) e, somente no
M72h, observou-se redugdo da necrose tubular aguda, semelhante as alteragbes
observadas nos animais GO3 no M6h. A melhora do aspecto morfolégico dos
animais do GO3, no M6h em relacdo ao GV no M72h pode ser atribuida a
ozonioterapia realizada as 3h apds aplicagdo do veneno. Ao final do tratamento
(M72h) observou-se uma redugao ainda maior da necrose tubular aguda no GO3. A
nefrotoxicidade causada pelo veneno de L. m. muta pode, além das alteragdes
tissulares, ser caracterizada pelo aumento sérico dos biomarcadores creatinina e
ureia, contudo, ao observarmos os niveis séricos de ureia no M6h, notamos que a
ozonioterapia foi mais bem sucedida ao impedir a elevacido deste marcador,
indicando que o tratamento precoce, as 3h apds inoculagdo do veneno, retardou o
dano tecidual. Assim, a histologia renal relacionada aos biomarcadores séricos ureia
e creatinina, demonstrou que a associacdo de ozbnio com antiveneno produziu
maior protecdo a nefrotoxicidade induzida pelo veneno. Estudos realizados com

cultura de célula renal (Alves, 2010; Damico et al., 2007) identificaram que o veneno
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laquético exerce efeitos tdéxicos em células renais e sdo mediados por
metaloproteinases, desintegrinas e outros componentes do veneno.

Sagai and Bocci, (2011) sugerem que o ozénio pode estimular o sistema antioxidante,
regular respostas inflamatérias, melhorar a reologia vascular, aumentar o fluxo sanguineo e
a oxigenagdo em tecidos em hipéxia. No estudo de Cisterna et al., (2021), a
administracdo da ozonioterapia induziu multiplos efeitos como ativagdo de
fibroblastos, resposta antioxidante e secreg¢do de interleucina-6 (IL-6) e fator de
crescimento beta (TGF-381).

Naserzadeh et al.,, (2017) Investigaram o potencial terapéutico da
ozonioterapia, em diferentes concentracdes, em diversos tecidos e observaram que
0 ozbnio (na concentragdo de 30pg) ndo sO impediu a toxicidade mitocondrial
causada pelo veneno de escorpiao (Hemiscorpius lepturus), mas também inibiu a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, o colapso do potencial de membrana
mitocondrial, e o esgotamento de adenosina-trifosfato (ATP), o que pode levar a
morte celular.

Existem algumas hipdteses acerca dos mecanismos de agdo do ozbnio no
metabolismo (Bocci, 2006; Borrelli and Bocci, 2018).Segundo Shete et al., (2016) o
mecanismo pode estar relacionado com o aumento da metabolizagdo do oxigénio
(O2) pois 0 O3 estimula o aumento da taxa de glicolise nas hemacias, aumentando a
sintese do 2,3-difosfoglicerato, que por consequéncia aumenta a oferta de O2 para
os tecidos, promovendo uma melhor cicatrizagcéo e recuperagao do tecido injuriado.
Uma outra hipotese esta relacionada a ativagdo do sistema imunolégico. O O3
quando administrado nas doses entre 30 e 55 yg/mL causa elevagao da sintese de
interferons, diminuicdo da interleucina-2, e fator de necrose tumoral, atuando como
imunomodulador, diminuindo a intensidade das reagdes imunoldgicas posteriores
(Shete et al., 2016).

O ozbnio atua modulando os sistemas oxidantes e antioxidantes do organismo
(Martinez-sanchez, 2013), apos penetrar no organismo o O3 é capaz de promover a
melhora da oxigenagdo que por sua vez favorece o metabolismo celular com
aumento de importantes mediadores dos efeitos terapéuticos da aplicacdo de o0zbnio
(Ozler et al.,, 2011) , como interleucinas e interferon (Cisterna et al., 2021), o que
contribui para excrecédo de produtos toxicos gerados pelo catabolismo celular, além

de contribuir para a regulagdo dos mecanismos de defesa imunoldgica, inclusive
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com efeito imunomodulador (Erario et al., 2021; Recio et al., 1999; Sagai and Bocci,
2011).

O processo de ozonizagdo que ocorre no sangue e intramuscular representa
um estresse oxidativo agudo que, desde que seja precisamente calculado de acordo
com uma dosagem criteriosa, ndo é deletério, mas & capaz de provocar uma
infinidade de respostas biologicas uteis e, possivelmente, pode reverter o estresse
oxidativo e restaurar a homeostase, bem como, estimular fatores de crescimento
liberados de plaquetas e células endoteliais (Bocci, 2006). Esses efeitos benéficos
podem depender da capacidade do estresse oxidativo leve de sustentar as vias
citoprotetoras pela ativagdo do fator de transcricdo nuclear eritroide 2 (Nrf2), um
importante regulador dos genes que protegem as células dos efeitos de agressdes
endbégenas e exdgenas, como xenobidticos e estresse oxidativo nas vias de
sinalizacao intracelular da inflamacdo. O estudo de Galie et al. (2018) demonstra
que a exposigao a baixas concentracoes de ozbnio estimula as vias de protecao
celular e a transcricdo nuclear por meio da ativacdo de uma resposta antioxidante
mediada principalmente por Nrf2. Evidéncia corroborada por de Sire et al., (2021),
que observou que a ativacdo da sinalizagdo do antioxidante Nrf2 pode atenuar o
fator nuclear kappa b (NF-kB), um regulador chave da inflamacgéo.

Apos anos de pesquisa sobre as propriedades medicinais da terapia com
ozénio, Borrelli and Bocci, (2018) recomendam o emprego da ozonioterapia para
tratar diversas desordens inflamatérias. Nosso estudo € o primeiro a demonstrar a
acao protetora da ozonioterapia sobre o envenenamento experimental por Lachesis
muta muta. Acreditamos que a terapia com ozbénio pode desempenhar um papel
fundamental, isolada ou em associacido, no combate aos efeitos do envenenamento
por Lachesis sp, sendo uma interveng¢ao conservadora e minimamente invasiva.

Para concluir, a ozonioterapia demonstrou sua eficacia no tratamento adjuvante
do anti-veneno polivalente em casos de envenenamento por Lachesis muta muta e
também isoladamente nas primeiras horas logo apdés envenenamento. A
ozonioterapia na dose de 30ug/mL pode contribuir para minimizar os efeitos

sistémicos causados pela toxina laquética.
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of your article.
To find out more, please visit the Preparation section below.

ﬂ Introduction

[TOXICON] has an open access mirror journal, [TOXICON: X]

Official Journal of The International Society on Toxinology
(http://www.toxinology.org/), Toxicon's "aims and scope" are laid down in the journal as:

To publish:

» articles containing the results of original research on problems related to toxins derived from
animals, plants and microorganisms

* papers on novel findings related to the chemical, pharmacological, toxicological, and
immunological properties of natural toxins

» molecular biological studies of toxin and other genes from poisonous and venomous
organisms that advance understanding of the role or function of toxins

» clinical observations on poisoning and envenoming where a new therapeutic principle has
been proposed or a decidedly superior clinical result has been obtained. Toxicon will not
accept single-case reports unless they describe new, previously unreported, clinical features;
envenomings or poisonings by rare animals, plants, fungi or microorganisms for which there
is little or no clinical information in the literature; or treatment that employs a new therapeutic
principle for which effectiveness is convincingly demonstrated. Such case reports must
include: (1) expert species identification; (2) meticulous clinical documentation of symptoms,
signs, laboratory data, treatment and clinical outcomes; (3) originality (adding to knowledge
of the clinical phenotype); (4) where feasible, photographic documentation of clinical signs.

» material on the use of toxins as tools in studying biological processes and material on
subjects related to venom-antivenom problems

« articles on the translational application of toxins, for example as drugs and insecticides

* epidemiological studies on envenoming or poisoning, so long as they highlight a previously
unrecognised medical problem or provide insight into the prevention or medical treatment of
envenoming or poisoning. Retrospective surveys of hospital records, especially those lacking
species identification, will not be considered for publication. Properly designed prospective
community-based surveys are strongly encouraged.

« articles describing well-known activities of venoms, such as antibacterial, anticancer, and
analgesic activities of venoms, without any attempt to define the mechanism of action or

purify the active component, will not be considered for publication in Toxicon

* review articles on problems related to toxinology.
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And

To encourage the exchange of ideas, sections of the journal may be devoted to Short
Communications, Letters to the Editor and activities of the International Society on
Toxinology.

Toxicon strives to publish articles that are current and of broad interest and importance to the
toxinology research community. Emphasis will be placed upon articles that further the
understanding and knowledge of toxinology.

Full-Length Research Papers: Articles containing the results of original research on
problems related to toxins derived from animals, plants and microorganisms.

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more
details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address
* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

* All figures (include relevant captions)

* All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
* Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

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

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

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

* A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests
to declare

* Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

g Before You Begin
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Ethics in publishing

Please see our information on Ethics in publishing.

Human and animal rights

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform
Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals. Authors should include a
statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with
human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

Although prospective studies are generally preferable to retrospective studies, in some
situations the latter may provide valuable information that is otherwise unobtainable.
Retrospective reviews of existing medical records that are intended for publication require
prior approval from an appropriate Institutional Review Board (IRB). These must protect the
anonymity of patients involved. In single case reports, the patient's consent is required if they
are identifiable. In all clinical prospective or retrospective studies, the approval number of the
relevant IRB should be quoted in the manuscript.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out
in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been
followed. For all experiments involving humans or animals, details of the appropriate ethics
committee approval(s) must be provided

Declaration of competing interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. All authors,
including those without competing interests to declare, should create a declaration of
competing interest statement (which, where relevant, may specify they have nothing to
declare). To do so, authors should use this tool and upload to the submission system at the
Attach Files step. Please do not convert the .docx template to another file type. Author
signatures are not required.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or
explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted,
it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other language,
including electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify
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originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see
'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information).

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the
beliefs or commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual
is superior to another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual
orientation, disability or health condition; and use inclusive language throughout. Authors
should ensure that writing is free from bias, stereotypes, slang, reference to dominant culture
and/or cultural assumptions. We advise to seek gender neutrality by using plural nouns
("clinicians, patients/clients") as default/wherever possible to avoid using "he, she," or
"he/she." We recommend avoiding the use of descriptors that refer to personal attributes such
as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition unless
they are relevant and valid. When coding terminology is used, we recommend to avoid
offensive or exclusionary terms such as "master", "slave", "blacklist" and "whitelist". We
suggest using alternatives that are more appropriate and (self-) explanatory such as "primary",
"secondary", "blocklist" and "allowlist". These guidelines are meant as a point of reference to
help identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting
their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original
submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list
should be made only before the manuscript has been accepted and only if approved by the
journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following from

the corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a
corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to
consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that your article will be
reviewed again by the new journal. More information.
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Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s)
in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Open access

Please visit our Open Access page for more information.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's Author
Services.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF
file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset
your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's
decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Submit your article
Please submit your article via https://www.editorialmanager.com/TOXCON/default.aspx.

Referees

The Editors welcome submissions by the authors of the names and addresses of up to five
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individuals who could expertly review the paper, and who are not from the same institutions
as the authors. The Editors reserve the right to use these or other reviewers.

u Preparation

Queries

For questions about the editorial process (including the status of manuscripts under review) or
for technical support on submissions, please visit our Support Center.

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single
PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a
single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in
any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should
contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still
provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that individual
figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by
Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the
author to correct.

Formatting requirements

All manuscripts must have double or 1.5-line spacing, and must contain both page numbers
and consecutive line numbering. Articles must be divided into clearly numbered sections as
outlined below. Aside from this, there are no strict formatting requirements, but all
manuscripts must contain the essential elements needed to convey the details of the study,
including Abstract, Keywords, Highlights, Introduction, Materials and Methods, Results,
Discussion, Conclusions, and Figures/Tables with Captions.

If your article includes Videos and/or other Supplementary material, this should be included
in your initial submission for peer review purposes.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the
relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The
corresponding caption should be placed directly below the figure or table.

Peer review
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This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically
sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the
paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of
articles. The Editor's decision is final. Editors are not involved in decisions about papers
which they have written themselves or have been written by family members or colleagues or
which relate to products or services in which the editor has an interest. Any such submission
is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review handled independently of
the relevant editor and their research groups. More information on types of peer review.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with
an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also

the Guide to Publishing with Elsevier). 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 word processor.

LaTeX
You are recommended to use the latest Elsevier article class to prepare your manuscript

and BibTeX to generate your bibliography.
Our Guidelines has full details.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly 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-referencing: 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, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the
source. Any modifications to existing methods should also be described.

Experimental

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the
source. Any modifications to existing methods should also be described.
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Experimental procedures

All animal experiments should be carried out in accordance with the U.K. Animals (Scientific
Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, the European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) or the National Institutes of Health guide for
the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the
authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed. All
animal studies need to ensure they comply with the ARRIVE guidelines. More information
can be found at http://www.nc3rs.org.uk/page.asp?id=1357.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article 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 clear 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 conclusions 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: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. 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 author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
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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, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal, as they increase the discoverability of your article
via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the major
findings of your research as well as new methods that were used during the study (if any).
Please take a look at the examples here: example Highlights.Highlights should not be be used
to provide a summary of background information or methods.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 125
characters, including spaces, per bullet point). Highlights should NOT contain
abbreviations/acronyms

Abstract

A 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
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

Graphical abstract

A graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the
article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership
online. Authors must provide images that clearly 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 a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 c¢cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can
view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of
their images also in accordance with all technical requirements.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for 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 article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.
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Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title 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.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]l; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the
United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for
small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers
of e 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 used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors 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 footnotes themselves
separately at the end of the article.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables
within a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate
source files.



66

A detailed guide on electronic artwork is available.

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

Formats

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

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

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of
500 dpi is required.

Please do not:

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

* Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect 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
online only. Further information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A 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 symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate
results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in
table cells.

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 journal and should include a substitution of the publication date with
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either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and
pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may
already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C.,
Russo R.M., James D.E., Ambeh W .B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the
Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be in
the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also 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.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references
should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version
(where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the
reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not
appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words '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

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which
citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no
template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references
and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please
ensure that you remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More
information on how to remove field codes from different reference management software.

Reference formatting
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
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journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by
Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the
author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged
according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: 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 more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed either
first alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).... Or, as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...'
List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article.
J. Sci. Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/7.Sc.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article.
Heliyon. 19, €00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr., 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.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March
2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference to software:

Coon, E., Berndt, M., Jan, A., Svyatsky, D., Atchley, A., Kikinzon, E., Harp, D., Manzini, G.,
Shelef, E., Lipnikov, K., Garimella, R., Xu, C., Moulton, D., Karra, S., Painter, S., Jafarov,
E., & Molins, S., 2020. Advanced Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version 0.88). Zenodo.
https://doi.org/10.5281/zenodo.3727209.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
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Taxonomy and toxin nomenclature

Authors should ensure that they are using the most up-to-date taxonomic description of any
animal or plant described in their manuscript.For some taxa, up-to-date taxonomic
information is readily available online (e.g., for spiders at http://www.wsc.nmbe.ch). For new,
unidentified,or potentially cryptic species, a voucher specimen should be deposited in a
natural history museum, or other facility, as appropriate.

Authors are encouraged to use rational nomenclature for all toxins described in their
manuscript. Ad hoc naming schemes only serve to introduce confusion and make it difficult to
compare toxins and establish evolutionary relationships. Suggested nomenclature has been
published for spider toxins (King et al., Toxicon 52, 264-276, 2008; PMID 18619481),
centipede toxins (Undheim et al., Mol. Biol. Evol.31, 2124-2148, 2014; PMID 24847043),sea
anemone toxins (Oliveira et al., Toxicon 60, 539-550, 2012; PMID 22683676), and some
classes of scorpion toxins (Tytgat et al., Trends Pharmacol. Sci. 20, 444-447, 1999;PMID
10542442).

Video

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 article are strongly encouraged to include links to 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 directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total.
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your
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. Note: 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 article that refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about
available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process,
please make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous
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version. Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will
appear in the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles.

Research data refers to the results of observations or experimentation that validate research
findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share
your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related
to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data
citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other
relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission
system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated
with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process,
after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant
datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to
readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw
data into a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that
ensures that your data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and
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made publicly available to all upon publication (watch this video describing the benefits of
publishing your data in Data in Brief). You are encouraged to submit your data article

for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of your
manuscript. If your research article is accepted, your data article will automatically be
transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed, published open access
and linked to your research article on ScienceDirect. Please note an open access fee is payable
for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please
use this template to write your Data in Brief data article.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple
MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized research
methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit
their specific needs or setting, but often without getting credit for this part of their work.
MethodsX, an open access journal, now publishes this information in order to make it
searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are encouraged to submit their
MethodsX article as an additional item directly alongside the revised version of their
manuscript. If your research article is accepted, your methods article will automatically be
transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an open
access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
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