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RESUMO

Expresséao de genes antioxidantes em testiculos de ratos submetidos ao
envenenamento experimental agudo por Lachesis muta muta (Surucucu Sul-
Americana) em ratos tratados com n-acetilcisteina e antiveneno

Ha evidéncias na literatura que o acidente ofidico pode provocar alteracbes na
espermatogénese, aumento do estresse oxidativo testicular, atrofia testicular e
alteracbes enddcrinas. Apesar disso, ndo ha estudos sobre o envenenamento por
Lachesis e suas consequéncias reprodutivas para os homens. O tratamento do
envenenamento laquético esta condicionado a soroterapia e existem poucos
registros acerca do uso de outras estratégias terapéuticas. A N-acetilcisteina (NAC)
€ um antioxidante que poderia auxiliar na reducado do estresse oxidativo testicular,
porém ainda nao foi testada com essa finalidade. O presente estudo teve o objetivo
de avaliar a eficiéncia do uso de NAC, associada ou ndo ao soro anti-
Bothrops/Lachesis, na expressdo de genes antioxidantes nos testiculos de ratos
submetidos ao envenenamento experimental por Lachesis muta muta (Surucucu
Sul-Americana). Os ftrinta ratos Wistar foram divididos em cinco grupos
experimentais (n=6): V = veneno; V + S = veneno e soro antiveneno; NAC = s6 NAC
sem veneno; V+NAC = veneno e NAC (V+NAC); e V+S+NAC = veneno, NAC e soro
antiveneno. O veneno foi aplicado em unica dose de 1,5 mg/kg (intramuscular), o
NAC foi usado na dose de 150 mg/kg (intraperitoneal) e o soro antiveneno na razao
1:3 (v/p) (intraperitoneal). Os ratos foram eutanasiados e os orgdos reprodutivos
foram colhidos e pesados. A expressédo génica dos testiculos foi verificada por RT-
gPCR para os genes de enzimas antioxidantes, glutiona sintetase (Gss), catalase
(Cat) e superdxido dismutase 2 (Sod2). O grupo V apresentou menor peso de
epididimo que os grupos V+S e V+NAC (P=0,0079). Nao houve diferenca
significativa na expressédo génica relativa de Gss e Sod2 nos testiculos entre os
grupos experimentais. Ja os grupos V+S, NAC e V+NAC apresentaram maior
expressdo génica relativa do gene da Cat quando comparados ao grupo V
(P=0,0114). Conclui-se que a NAC aumenta a expressao do gene da catalase nos
testiculos de ratos, assim como o antiveneno, apresentando um potencial
antioxidante para o tratamento ofidico.

Palavras-chave: estresse oxidativo; enzima antioxidante; fertilidade masculina;
glutationa; NAC; serpentes; soro antiofidico.



ABSTRACT

Expression of antioxidant genes in testes of rats submitted to acute
experimental envenoming by Lachesis muta muta (Surucucu Sul-Americana) in
rats treated with n-acetylcysteine and antivenom

There is evidence in the literature that the snakebite can cause changes in
spermatogenesis, increased testicular oxidative stress, testicular atrophy and
endocrine changes. Despite this, there are no studies about reproductive
consequences for men on envenomation by Lachesis. The treatment of
envenomation is conditioned to serum therapy and there are few studies about the
use of other therapeutic strategies. N-acetylcysteine (NAC) is an antioxidant that
could help reduce testicular oxidative stress, but it has not yet been tested for this
purpose. The aim of this study was to evaluate the use of NAC, associated or not
with anti-Bothrops/Lachesis serum, on the expression of antioxidant genes in the
testicles of rats submitted to experimental envenomation by Lachesis muta muta
(Surucucu Sul-Americana). Wistar rats were divided into 5 groups (n=6): V = venom;
V + S = venom and serum; NAC = only NAC without venom; V+NAC = venom and
NAC (V+NAC); and V+S+NAC = venom, NAC and antivenom serum. The venom
was applied in a single dose of 1.5 mg/kg (intramuscular), the NAC was used in a
dose of 150 mg/kg (intraperitoneal) and the antivenom serum in the ratio 1:3 (v/w)
(intraperitoneal). Testicular gene expression was verified by RT-qPCR for the genes
of antioxidant enzymes: glutone synthetase (Gss), catalase (Cat) and superoxide
dismutase 2 (Sod2). V group had lower epididymal weight than groups V+S and
V+NAC (P=0.0079). There was no significant difference in the relative gene
expression of Gss and Sod2 in the testicles among the experimental groups. V+S,
NAC and V+NAC groups showed higher relative gene expression of the Cat gene
when compared to the V group (P=0.0114). It is concluded that NAC increases the
gene expression of Cat in testicles of rats, as well as the antivenom, presenting an
antioxidant potential for snakebite treatment.

Keywords: oxidative stress; antioxidant enzyme; male fertility; glutathione; NAC;
serpents; Snake antivenon.
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Resumo

Ha evidéncias na literatura que o acidente ofidico pode provocar alteracbes na
espermatogénese, aumento do estresse oxidativo testicular, atrofia testicular e
alteracbes enddcrinas. Apesar disso, ndo ha estudos sobre o envenenamento por
Lachesis e suas consequéncias reprodutivas para os homens. O tratamento do
envenenamento esta condicionado a soroterapia e existem poucos registros acerca
do uso de outras estratégias terapéuticas. A N-acetilcisteina (NAC) €& um
antioxidante que poderia auxiliar na redugao do estresse oxidativo testicular, porém
ainda nao foi testada com essa finalidade. O objetivo deste estudo foi avaliar o uso
de NAC, associada ou n&o ao soro anti-Bothrops/Lachesis, na expressdo de genes
antioxidantes nos testiculos dos ratos submetidos ao envenenamento experimental
por Lachesis muta muta. Os ratos Wistar foram divididos em 5 grupos (n=6): V =
veneno; V + S = veneno e soro; NAC = s6 NAC sem veneno; V+NAC = veneno e
NAC (V+NAC); e V+S+NAC = veneno, NAC e soro antiveneno. ApOs a eutanasia
dos ratos, os orgaos reprodutivos foram colhidos e pesados. Os testiculos foram
utilizados para a RT-gPCR de genes antioxidantes (Gss, Cat e Sod2). O grupo V
apresentou menor peso de epididimo que o V+S e o V+NAC (P=0,0079). N&o houve
diferenga na expresséo génica de Gss e Sod2 nos testiculos entre os grupos. Ja os
grupos V+S, NAC e V+NAC apresentaram maior expressdo génica da catalase
quando comparados ao grupo V (P=0,0114). Conclui-se que o NAC & aumenta a
expressao da catalase nos testiculos de ratos, assim como o antiveneno,

apresentando potencial antioxidante para o tratamento ofidico.

Palavras-chave: estresse oxidativo; enzima antioxidante; fertilidade masculina;

glutationa; NAC; serpentes; soro antiofidico
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1. Introdugao

Os acidentes por picadas de cobras tém alta incidéncia no mundo todo, com
uma estimativa de 1,8 a 2,7 milhées por ano, que levam a morte de 81 a 138 mil
pessoas [1-3]. No Brasil, a média de acidentes ofidicos € de 26 mil casos por ano
[4]. A Lachesis muta muta é popularmente conhecida como surucucu e é a maior
serpente peconhenta das Américas, podendo chegar a 3,5 metros de comprimento
[5,6], habitam areas florestais como a Amazbnia, a Mata Atlantica e algumas
enclaves de matas umidas do Nordeste [6,7].

O veneno laquético possui agdes proteoliticas, coagulantes, hemorragicas e
neurotdxica, que dependendo da quantidade de veneno introduzido vao ser
responsaveis pela gravidade e manifestagdes clinicas. Os sintomas e sinais se
caracterizam por dor, edema, bolhas, necrose, disturbios da coagulacéo,
manifestagcbes hemorragicas diversas e uma sindrome vagal, que se manifesta por
vomitos, dores abdominais, diarreia, tontura, visdo turva, bradicardia e hipotensao
[6,8]. O unico tratamento do envenenamento por serpentes € o0 uso de soro
antiofidico que é ineficaz contra danos nos tecidos locais e n&do podem reverter os
danos aos sistemas organicos [9]. Dentre os soros antiofidicos utilizados no Brasil,
foi observado que o antiveneno Bothrops-Lachesis (SABL) foi o que demonstrou
melhor capacidade de neutralizar as atividades hemorragicas da picada de Lachesis
muta muta [10].

O veneno de cobra causa reducao do peso corporal e do peso testicular e ha
evidéncias do efeito direto da toxicidade do veneno nos testiculos e também em
epididimos pelo aumento dos marcadores de estresse oxidativo, como o
malonaldeido [11]. Ha também aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) na

membrana plasmatica dos espermatozoides pela incapacidade de elimina-los por



51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

16

reducdo de enzimas antioxidantes, como glutationa e catalase (CAT), causando
reducao na motilidade espermatica e aumento das patologias espermaticas [11].

A NAC é um farmaco conhecido por eliminar efetivamente uma grande
variedade de ROS e aumentar os niveis de glutationa intracelular [12]. Em um
envenenamento experimental de ratos com veneno de Lachesis muta muta, a NAC
sozinha e associada ao anti-veneno foi capaz de atenuar as lesdes musculares
necroticas e em associagao preveniu a ocorréncia de hemorragia subcutanea, além
disso, a NAC foi capaz de reduzir a creatina quinase e parcialmente o aumento de
células de defesa induzidos pelo veneno [13].

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficiéncia do uso de NAC,
associada ou ndo ao soro anti-Bothrops/Lachesis, na expressdo de genes
antioxidantes, Cat, glutationa sintetase (Gss) e superédxido dismutase 2 (Sod2) nos
testiculos dos ratos submetidos ao envenenamento experimental por Lachesis muta

muta (Surucucu Sul-Americana).

2. Métodos

Todos os protocolos experimentais que foram utilizados estavam em
conformidade com os principios de cuidados com animais de laboratério formulado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdao Animal (COBEA) e de acordo com o
Guide for the Carean Use of Laboratory Animals publicado pelo National Research
Council. Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente
(SP), numero de protocolo 7959.

O soro polivalente anti-Bothrops/Lachesis produzido pelo Instituto Butantan

(Sao Paulo, SP) foi obtido do Centro de Estudos e Pesquisas Biolégicas da Pontifica
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Universidade Catdlica de Goias (Goiania, GO) e foi mantido sob refrigeragao até ser
utilizado nos protocolos experimentais. O antioxidante NAC (5 g) foi obtido de
Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd. (St. Louis, MO, EUA). A peconha de Lachesis muta
muta foi fornecida pelo Dr. Nelson J. da Silva Jr. do Centro de Estudos e Pesquisas
Biologicas da Universidade Catdlica de Goias (Goiania, GO) na forma liofilizada e
estocada a -20 °C; solugdes estoques foram preparadas em agua ultra-pura e
estocadas a -20 °C até serem usadas nos protocolos experimentais.

Os ratos machos Wistar de 75 dias, de 200 a 300 g, foram mantidos no
Biotério de Experimentacdo da UNOESTE em caixas plasticas com cama de
maravalha (3 animais/caixa), sob ciclo de luz/escuro de 12 h a 23-25 °C. Os animais
tiveram livre acesso a comida (Supralab®) e agua, até o momento dos
experimentos.

Os ratos foram mantidos no Biotério de Experimentacdo da UNOESTE para
ambientalizagdo por no minimo duas semanas. Em seguida, os animais foram
selecionados randomicamente nos seguintes grupos (n=6): V = injecéo
intramuscular de veneno de L. m. muta (1,5 mg de veneno/kg dissolvido em 100 pl
de solugao fisiolégica); V+S = inje¢do intramuscular de veneno de L. m. muta (1,5
mg de veneno/kg dissolvido em 100 ul de solugéo fisioldgica), seguida por injegao
intraperitoneal de antiveneno (razdo 1 ml de soro para 1,5 mg de veneno); NAC =
injecdo intraperitoneal de 150 mg de NAC dissolvida em 1000 pl de solugao
fisiologica; V+NAC = injecdo intramuscular de veneno de L. m. muta (1,5 mg de
veneno/kg dissolvido em 100 ul de solugdo fisioldgica), seguida por injecao
intraperitoneal de NAC (150 mg de NAC dissolvida em 1000 pl de solugao

fisiologica); V+S+NAC = injegdo intramuscular de veneno de L. m. muta (1,5 mg de
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veneno/kg dissolvido em 100 ul de solugao fisioldgica), seguida por injecédo de
antiveneno (razéo 1:1,5) e NAC (150 mg/kg) [13].

Apos 120 minutos, os ratos foram anestesiados com uma dose néo-letal de
tiopental (1,8 mg/kg) e entdo eutanasiados por exsanguinagdo. Os testiculos,
epididimos e ductos deferentes foram pesados e os testiculos foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C.

Para a analise da RT-qPCR, os testiculos congelados no freezer a -80°C
foram triturados em homogeneizador de tecidos e submetidos ao protocolo de
extragdo do TRIzol® (InvitrogenTM, ThermoFisher Scientific Inc., Carlsbad,
California, EUA). A concentragdo do RNA total recuperado foi mensurada por
espectrofotometria por NanoDrop™Lite (Fischer Scientific™, ThermoFisher Scientific
Inc., Wilmington, Delaware, EUA). Todas as amostras de RNA total foram tratadas
com DNAse antes de serem submetidas a transcricdo reversa (RT) seguida da
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), conforme as instru¢gées do
protocolo DNAse | Amplification Grade (Invitrogen™, ThermoFisher Scientific Inc.,
Foster City, Califérnia, EUA).

A RT foi realizada utilizando o protocolo da High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Byosystems™, ThermoFisher Scientific Inc., Vilnius,
Litudnia), seguindo protocolo do fabricante com oligonucleotideos iniciadores
randémicos.

A gPCR foi realizada no termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems™,
ThermoFisher Scientific Inc., Foster City, California, EUA) para a analise quantitativa
da expressao génica relativa. Como controle interno das reagbes de qPCR foram
utilizados 3 genes referéncia, a fim de normalizar os resultados obtidos para o gene-

alvo. Os oligonucleotideos iniciadores foram obtidos a partir de ensaios ja
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padronizados FAM-MGB TagMan® (Applied BiosystemsTM, ThermoFisher Scientific
Inc., Foster City, Califérnia, EUA), conforme descricdo a seguir, catalase (Cat):
Rn00560930_m1, produto: 107 pb; superéxido dismutase 2 (Sod2):
Rn00690588 g1, produto: 64pb; e glutationa sintetase (Gss): Rn00564188 m1,
produto: 67 pb.

Como controle interno das reagdes de qPCR foram testados 3 genes
referéncia para os seguintes ensaios TagMan®: proteina ribossomal S18 (Rps18):
Rn01428913 gH, Produto: 62 pb; gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapdh):
Rn017775763_g1, produto: 174 pb; e hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase 1
(Hprt1): Rn01527840_m1, produto: 64 pb. O gene referéncia escolhido foi o mais
estavel utilizando o programa NormFinder™ Software (https://moma.dk/normfinder-
software, MOMA, Dinamarca).

As reacdes de gPCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a
expressao génica foi determinada pela quantificagdo em relagdo ao gene referéncia.
O calculo das eficiéncias para os genes alvo e controle foi realizado por meio da
curva padrao relativa com diluicbes seriadas. Para quantificacdo relativa das
amplificagdes foi empregado o método de Pfaffl [14], considerando a média
aritmética do ACt do grupo controle como calibrador de reacéo.

Todos os resultados foram analisados quanto ao pressuposto de normalidade
empregando-se o teste de Shapiro-Wilk. Os dados sao apresentados em meédia +
EPM. As variaveis foram entdo submetidas ao teste analise de variancia (ANOVA)
para comparar as médias dos quatro grupos, seguida do teste de Dunnett,
comparando todos os grupos ao grupo V. O nivel de significAncia adotado para

todas as comparacdes foi de 5%.
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3. Resultados

Os grupos experimentais nao diferiram estatisticamente ao grupo V no peso
corporal, nem ao peso dos testiculos (Figura 1). O V+S e o V+NAC apresentaram
maiores valores de epididimo que o V (P=0,0079) e o V+S diferiu estatisticamente

do V no peso do ducto deferente também (Figura 1).
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Figura 1. Média + EPM do peso dos animais, dos testiculos, dos epididimos e dos
ductos deferentes de ratos Wistar dos seguintes grupos experimentais (n="6): V =
injecdo intramuscular de veneno de L. m. muta; V+S = inje¢do intramuscular de
veneno de L. m. muta, seguida por inje¢ao intraperitoneal de soro antiveneno; NAC
= injegao intraperitoneal de de NAC; V+NAC = injecdo intramuscular de veneno de L.
m. muta, seguida por injecdo intraperitoneal de NAC; V+S+NAC = injecao
intramuscular de veneno de L. m. muta, seguida por injegdo de antiveneno. Os
asteriscos indicam diferenca significativa comparado ao grupo V, *P<0,05, **P<0,01.

ANOVA seguido de Dunnett.
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Entre os genes-referéncia estudados, o Hprt1 foi o mais estavel para o
testiculo neste delineamento experimental e por isso foi o normalizador da reagao.
Mas qualquer um poderia ser usado porque os trés apresentaram valor abaixo de
0,5 no o programa NormFinder™ Software. Houve diferenca significativa na
expressao génica relativa de Cat V (P=0,0114), os grupos V+S, NAC e V+S+NAC
apresentaram maior expressao de Cat que o grupo V (Figura 2). Os grupos né&o

diferiram do grupo veneno (P>0,05) na expressao relativa de Gss e Sod2 (Figura 2).
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Figura 2. Expresséo génica relativa de Gss, CAT e Sod2 nos testiculos de ratos
Wistar dos seguintes grupos experimentais (n="6): V = injecdo intramuscular de
veneno de L. m. muta; V+S = injecdo intramuscular de veneno de L. m. muta,
seguida por injecao intraperitoneal de soro antiveneno; NAC = injegdo intraperitoneal

de de NAC; V+NAC = injecdo intramuscular de veneno de L. m. muta, seguida por



178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

22

injecdo intraperitoneal de NAC; V+S+NAC = injecdo intramuscular de veneno de L.
m. muta, seguida por injecao de antiveneno. O gene referéncia utilizado foi o Hprt1.
Os asteriscos indicam diferenga significativa comparado ao grupo V, *P<0,05,

**P<0,01. ANOVA seguido de Dunnett.

4. Discussao

Esse estudo é pioneiro em investigar os efeitos de NAC no estresse oxidativo
testicular em ratos ao envenenamento experimental por Lachesis muta muta. A
exposi¢ao experimental em ratos aos venenos de Naja nigricollis e Echis ocellatus
diminuiu a concentracdo e motilidade espermaticas e aumentou as patologias
espermaticas, provocou aumento dos radicais livres no espermatozoide e induziu o
estresse oxidativo nos espermatozoides e testiculos, aumentando as enzimas
inflamatdrias testiculares, com redu¢édo nos hormdnios reprodutivos séricos [9,11].

O peso dos testiculos nao foi alterado com o veneno de cobra Lachesis muta
muta, provavelmente devido ao pouco tempo experimental de efeito do veneno
(duas horas). O veneno da cobra Echis ocellatus, pode causar atrofia testicular com
reducao no peso testicular pelo efeito direto da toxicidade do veneno nos testiculos e
também pelo aumento dos marcadores de estresse oxidativo, como o malonaldeido
[11]. Envenenamento experimental com Crotalus durissus (25 pjg/kg) causa
alteracdo na condensacdo de cromatina, aumenta o numero de espermatozoides
com morfologia anormal e a contagem espermatica [15].

Ha um relato de caso na literatura de um homem que sofreu de
hipogonadismo apo6s picada acidental no tornozelo de uma serpente Taipan
(Oxyuranus scutellatus) da familia Elapidae. Apesar de se tratar de condigbes
diferentes do presente estudo, ja que ndo foi um envenenamento acidental e néo

experimental e com género de serpente diferente, este relato de caso demonstra
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uma provavel acao direta do veneno nos testiculos [16]. A vitima apresentou
ginecomastia dois meses apds a picada da serpente, devido a uma atrofia testicular
bilateral (verificada por ultrassom) e diminuicdo de testosterona sérica,
acompanhada de aumento de horménio luteinizante e horménio foliculo-estimulante
[16]. Nesse caso, o0 hipogonadismo foi sem hipopituitarismo associado, por efeito
direto do veneno da Taipan [16]. Ha outros relatos na literatura de hipogonadismo
secundario a um hipopituitarismo devido ao envenenamento por picadas de serpente
do género Daboia (Viperidae), esses pacientes tipicamente irdo apresentar
hipoadrenalismo, hipotireoidismo e hipogonadismo secundarios a faléncia da
pituitaria anos apos o acidente ofidico [17,18], denotando diferentes efeitos toxicos
entre os venenos de espécies diferentes.

O peso do epididimo foi menor nos ratos que s6 receberam veneno do que
nos grupos de animais que receberam veneno e soro e que receberam veneno e
NAC. Porém, o peso do ducto deferente s6 foi menor no V em relagdo ao V+S. O
peso desses orgaos tem relagdo com a produgdo espermatica, quanto menor a
producdo espermatica, menor o peso dos o6rgédos. Aparentemente, houve uma
reducdo na liberacdo de espermatozoides no epididimo e no ducto deferente pela
toxicidade do veneno, que foi compensada em parte pela aplicacdo do NAC e nos
dois 6rgaos pela aplicagdo do soro. Foi demonstrado que a o veneno da Naja
nigricollis € capaz de aumentar as citocinas inflamatérias em testiculos, epididimos e
cérebro [9].

Tanto o soro quanto a NAC foram capazes de aumentar a expressao génica
da enzima CAT nos testiculos de ratos, mostrando uma tentativa de controle do
estresse oxidativo causado pelo veneno nos testiculos. Envenenamento

experimental por Naja haje (0,025 pg/kg de peso corporal) em ratos Wistar
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aumentou a peroxidagao lipidica e a produgao de éxido nitrico no soro e no figado
concomitante com a redugao da atividade das enzimas: CAT, glutationa redutase e
glutationa S-transferase [19]. Uma toxina isolada de Daboia russelii foi denominada
de Reprotoxina, por seu potente efeito com tropismo para 6érgéo reprodutivo,
aumentando as atividades de fosfatases acida e alcalina e do 6xido nitrico nos
testiculos de camundongos que receberam injecdo da toxina purificada, além disso,
ocorreu degeneracgao das células de Leydig e germinativas [20].

O veneno das cobras Lachesis (familia Viperidae) possuem muitas proteinas
biologicamente ativas, entre elas estdo as proteinas enzimaticas, metaloproteases
(snake venom metalloproteases ‘SVMPs’), fosfolipase A2 (PLA2), serino proteases
(snake venom serine proteases ‘SVSPs’), lectinas tipo-C e L-aminoacido oxidase
(LAAO) [21]. Sabe-se que PLA2 e SVMP, presentes no veneno das Elapidae e
Viperidae, diretamente contribuem para respostas inflamatérias locais e sistémicas
[22,23]. Os processos inflamatérios sistémicos, aumentam a permeabilidade
vascular, a infiltragdo das células imunes e mediadores bioativos como histamina,
serotonina, bradicinina, fator ativador de plaquetas, prostaglandinas, 6xido nitrico e
outras [24]. Um importante aspecto da patogénese do envenenamento de serpentes
€ a geragao de ROS que podem diretamente provocar danos teciduais e
potencializar os efeitos deletérios da inflamacdo, tanto a inflamacdo quanto o
estresse oxidativo participam dos efeitos destrutivos do veneno [24]. Os venenos
tanto de Elapidae quanto de Viperidae provocam a producéo de geragao superoxido,
de peréxido de oxigénio, e a ativagdo de NAPH oxidase em animais e modelos in
vitro [25-2T7].

Uma limitagdo do presente estudo € que so foi avaliada a expressédo génica

da CAT, futuros estudos devem verificar também a expressao proteica, atividade
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enzimatica e histologia testicular. Um importante dado que deve ser ressaltado € que
o soro associado com NAC nao apresentou aumento na abundancia relativa de
CAT, visto nos outros grupos s6 com soro ou sé com NAC, pode ser que a
associagao nao seja benéfica. Por outro lado, na clinica médica, nem sempre o soro
esta disponivel para o tratamento imediato de picada de cobra, entdo a NAC pode
ser uma opg¢ao para uma reducdao do estresse oxidativo até o soro ser

disponibilizado.

5. Conclusao

Conclui-se que a NAC aumenta a expressdao do gene da catalase nos
testiculos de ratos e o peso dos epididimos, assim como o antiveneno,
apresentando um potencial antioxidante e de melhora da producido espermatica no

tratamento ofidico.
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ANEXO B- NORMAS DE PUBLICAGAO

Jaournal of
i Venomaows Animals and Toxins

incheding Tropical Diseases

I Submit your manusanigt (hitps:) mood sase fiptcesiral ossjeatitd-scisls]

Guide for Authors

Submission guidelines (/guide-for-authors/index/ submission-

guidelines#15698745)
Peer-review policy (/guide-for-authors /index/ peer-review-policy #292)

Submission guidelines

» Article types (/guide-for-authors/index article-types #394)
» Submigsion {/guide-lor-authors/index/submission #393)

= Formalting guidelines (/guide-for-authors/index/Tormatting-guidelines #392)

JUATITE has no restrictians cn the length of artickes; however, the tet s expected 1o be
concise and complete. Moneower, there ane no restrictions an the number of figures, tables, or
amount of supporting information. Mamuscrigts submitted to the joumad showld be in English
ared neither been published before mor be under consideration for publication elsewhere. Full
experimental details must be provided so that the results can be reproduced. Authors shouwld
publich all experimental comtrods and made full datasets available where possible.

SN T wses double-blind resview, which mesans that bath the revieser and awthar identitses
are conoealed from each other throwghouwt the review prooess. Because of this, authors need
toensure that thesr mamuscripts are prepaned in 2 way that does mot give away thesr identity.

-~ TOF

32



Therefore, it is necessary to remeree names and affiliations of authors firom the main
manuscrapt file. Swch informeticn s well as all authors® declarations most be ndludied n the

tithe page.

Articles must be submitted throwgh our anline submission system

(hitps/imold. mamusonpioentral. compeatitd-scielo). it guides the authors stepwise through
the prooess of entering manusoript details and uploading files. The system ooreerts the aticke
filles 1o a singghe PDF fille used in the peer-review prooess. Editabde files (such as Waord| ane
required 1o typeset the article for fimal publication.

The articke-processing charge (APC] (hitpes:/ fwww pat.orgfabout findesfarticle-processing:
charge#338] is payable when the manmuscript is editonially accepted and before publication.

Article types

JANTE publishes the followsng article types:

» Lether o the editor: a letter to the editcr may contain a re-analysis of a previcusly
published artiche; a study that mery mot cover ‘standard research’ but that is of general
imterest to the pournal; or a brief report of research findings adequate for the joumal's
SCOpE.

» Rewiew: neview articles provide concise and precise updates on the ktest progress
madwe in spedfic reseanch areas within the scope of A iTD.

» Researcho anticles containing the results of original research (work reporting
scientifically sowund ewperiments and providing a substantial amount of nes
irdormetic |

# Short report: shudies on important preliminary research findings, orgaing reseanch
projects or results of limited significanoe.

« Cazerepert: a detzdled report of the diagnosss, treatment, and follow-up of an
individual patient.

Submission

Maruscrigts should be submitted throwgh our online submission system
(hitps:/fmoid. manus o ptoentral. comspeatitd-scielo]. The submitting authaor is responsshle for
the: manuscript d whing the submission and peer-review prooess. Hef'she must enswne that all
eligible co-authors harve been included in the author list and that they have all read 2nd
approved the submitbed manuscgt.

Im crder o swbmét a manuscrpt, the followeng files are requined:

¢ The main manuscrpd file that must not nclede the names of authors or co-awthors (an
anonymous file, since the jounal uses doulble-bind peer review). References and



smaller tables showld be ol uded inthis file

& title page that muest contain the names of all awthors and co-authors, their affiliations,
their e-mails as well as all authors’ declarations (see tem 2.3 befior).

* A cowver letier.

v Figure files.
&ny additonal files as supplemental material to the manuscopt.

Title page
Since SEANTD operates double-blind peer review, please include in the tithe page the followsng
indormaticn:

+ Personal mformeation of all auihces and e mstitotions such as names, affiliat ons and
e-mails.

¢ The joumnal encourages that the ORCID nmber of all authors is provaded.

» & list of stabements must be included in the manescript (fem 2.2, authors” declarations).
These dedlarations should be provided in the tithe page. The topics are:
‘Bicknowledgments' (if applicable), Bwailabibty of data and matenals’, Funding,
‘Competing interests’, ‘Authors” contributions’, Ethics approval/Ethics approval and
consen 1o partiopate’, ‘Consent for publcation’.

Cosrer betber
The following information ks expected to be included in the cover betber:
# &n explanation of why your manuscript is suitable for publishing in JEATITE
» Confimmation that the conbent of the manuscrpt is original and has nod been published
nar is being considered for publication elsewhene.
» |f you are submitting a manuscrpt to a particular special isswe please refer fo its
specific name in the cover letter.
* |ff your article reports the results of a health care inbervsention on uman participants,
JYATITD strongly recommeends the regestration in an appropriate regestry. The
regisiration number and dabe of registration shouwld be in stated in this letter.

Formatting guidelines

L. File formats

The file formats acceptable for the main manwsonpt document are _doc’ and *docx’ [Microsoft
Waord). Editable files are required for processing in production. Figunes must be submitted as
separate image files, mot as part of the submitted manusonpt file, in the following ks kggmats:
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‘jpeg, jpg. i or \png!
2. Main mamuscript text

The main text of the articke shiowld: use doubde line spacing; include line and page rumbenng;
use S| units; avoid page breaks; and embed special characters the text, otherwise they will be
lest during comesrsion ta PDF.

Sanoe AT TD adopts dowble-bhlird peer review, information that allows sdentificatsan of
authiors or institutson should NOT be indiuded in the manusonpt maén document.

3. Manuscript sections
Maruscrpts ane divided into sections depending on ther bppes:

s Letter to the editor: shouwld include ‘Gbstract’, 'Keywords’, main text that may be brodosn
into subsections with headings, ‘Abbreviations’ and authors’ ded amtions.

» Review: should include ‘hbstract’, “Keywaords), ‘Background, masn tewt broken into
subsections with headings, ‘Conclusion’, ‘Abbresiations’ and authors’ declarations.

» Researche showld include Bbstract’, ‘Eeyaords’, “Background', “sethods, 'Results)
‘Discussicn’, 'Comclusion’, ‘ibbrevations' and authors' declarations.

+ Shoart report: showld include ‘Abstact’, ‘Keywords), ‘Background, ‘Methods', “Results),
‘Discussicn’, 'Comclusion’, ‘ibbrevations' and authors' declarations.

« Casereport: should indlude ‘shstract’, “Keywords), 'Badkground), ‘Case Presentation’,
‘Discussicn’, 'Comclusion’, ‘ibbrevations' and authors' declarations.

3.1 Abstract and keywords

The abstract should not exceed 300 words, Abbreviations ard references must be vceded in
the abstract. Acconding to the type of paper, the abstract can be structured or unstructured. in
the case of research and short reparts, it should be dwided into the following sections:
‘Background', ‘Methods', “Results’ and ‘Conclusson’ The abstract of a case report should be
structured inta: “Background, ‘Case Presentation’ and *Conclusion”. Reviews and |etters ta the
gditor have unsiructured absiracts.

&l types of artickes must include fowr to ten keywords representing the main content of the
study. The journal encourages the use of MeSH terms (hitps//meshb.nim.nibgov/searnch) as
kyweords for articles.

3.2 Myin toxt sechions

« ‘Background' explains the contewt of the study, its aims, 2 summary of the existing
literatune and why this work was necessary.

« ‘Methods” describes how the study was performed and statistical tests wsed.

» ‘Results’ includes the main findings of the shudy.

« 'Discussion’ analyzes the implcations of the findings in the contesct of exsting research
ared highlights Emitaticns of the study.

» ‘Conclusion’ states the main condlusions and provede an explanation of the importance
ard refevance of the shudy to the field. =~ TOP
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» 'Case presemiation’ coniains a description of the pafient’s demographec detals, medical
hiEstory, symptomes and signes, treatment, owtoomees, and other significant information.

» ‘fibbreviations” i abbreviations are used im the article they showld be defined in the texd
at first wse, and a kst of abbreviations can be proveded.

3.2 Autteors® deciarations

The following final statemsents must be included in the final wersion of the manuscript. These
declamtions are expecied to be in the cower letter during subméssion sinoe JWATTE adopes
double-blind peer reveew.

v ‘Acknoaledgments’ = list of people who contribabed towards the article {and does mat
meet the oritena fior authorship) including contributors who provided professional
Witing services or matemals.

» ‘fyailability of data and materals’ = availshility statements cont2in nfomatson on
where data supporting the resulis reported in the article can be found, such as
brpperEnks to publicly archived datasets. Example sentences are: ‘8l data generated or
ara lyzed durineg this shudy are included in this artide”; "The datasets genemted and/or
ana lyzed duringg the curment study are arailable in the [MAME| repository’, 'The datasets
generabed during and for analyzed dusing the ournent study are asailable from the
cormesponding author on rexsonable request” or "ot applicable” i no new data were
created or analyzed in the study.

» ‘Funding’ = all sownoes of funding of the study should be disclosed; it s necessary to
indicate grants that authors hawe received in support of the research wark.

» 'Competing interests’ = all financial and mon-finencial competing intenests must be
declared im this section. If the authors do not have any competing inberests, it is
recessary to state “The authors declane that they have mo competing interests?

& ‘fusthors’ combributsons’: Exch awthar is expected to have made substantial contributions
ko the mamuscrpt, which shiowld be specified in this section. Please use initials to refer
o each authors” contribution. For eample: '8, C0 and EF conceived this reseanch and
designed experiments. GH participated in the design and nberpretation of the data. 1)
performeed experiments and analysis. KL and M wrote the paper and participated in the

revisions of it. All authors read and approved the fnal manuscript’

» 'Ethics approval Ethics approval and consent to participate’: manusorpts reporting
studies involving human participants or human data must indlude a statement on ethics
approwal and consent; and include the name of the ethics committes that approved the
study and the commities's refenen oe rumber. Studies imrohing animals must include 2
stabement on ethics approval. if the mamuscript does not report an or nvobee the use of
aryy aremal or human data, it is necessary to state 'Not applicable’

« 'Consent for publication® if the manuscript contains any individual person’s data n amy
form, consent for publication must be obtaéned from that person, orin the case of

children, theeir parent or legal guardian. Al presentations of case reports mist bae
consent for publication.



Please follow these instructsons fior figures: they showld be provided as separate files, not
embedded in the masn manuscrpt hile, at a suthcently high resolution; hgures shauld be
rumbered in the crder they are first menticned in the test; multi-panel figures [those with
parts i, B, C, bebtc.)) should be submétted 25 a sngle compasite fille that comtains all parts of
the figune; figure legends should be prosided in the main manuscript, not in the graphic file; it
is the responsibility of the authors) toobtain permission from the copyright holder to
reproduce figunes that have previousty been published elsewhere. Permissian should be
indicated im the figune legend, and the criginal source included in the reference st The
fiollowing file foemats for figures are accepied: 'peg’, “jpg, “6i" or “prgt

5. Tables

When preparing tables, please follow these formatting instructions: tables showld be
rumhbered and cited in the tert in sequenioe useng drabic rmmerals (Le. Table 1, Table 2 ete.|;
small tables can be placed in the appropriate location within the manuscrip; larger tables can
be placed at the end of the document text file; table titles should be included abose the table,
and legends should be included undemeath the table; and tables showld HOT be embedded
as figures or spreadsheet files, but should be formatied wsing *Table object” function in your

word processing program.
&. Additional files

Authors can provide datasets, tables, mosies, or other information as additional files.
Additicnal files will be published along with the acoepted article. Aeswlts that would otherwise
be indicated as ‘data not shown' should be included as additional files. Each additional file
should be cited in sequence within the maén body of text. Additonal files showld be named
“Rddtional file 1® and so on and showld be referenced mgplicily by file mame within the body
of the article, e.g. ‘&n additional movie file shows this in more detail (see Additional file 1)°

7. References

References must be numbered coresecutisely, in squane brackets, in the arder in which they are
cibed in thee tet, imcluding any tables or kegends. Example: “According to Lourengo [2],
scoapeon venoms have been studied for mone tham a century, and somse interesting results
wene reveabed since then |3, 4, 5% Unpublished data and personal communications should
mat b included in the reference st JANTH follows the reference stand ards summarized in
thie HLM's Inbematicnal Commitiee of Medical Joumal Editors [ICMIE] Recommenidations for
the Conduct, Reporting, Editing and Publiction of Scholarly Wark im Medical Journals:
Sample Referenoes (https:/ feeara nlm.nibogowbesd) funiform _requiremeents.htmd) webpage and
detailed im the MLM's Citing Medicine ( hetps:/'waw nchi.nim.rih. goyboolkes NBKT25E/], 2nd
edition. Examples of reference style are shown beloae:

Artiche with » Digita! Dhject idemhifer [DOJ)

Fhang M, Haolman €0, Price S0, Sandilippo FM, Preen D8, Bulsara ME. Comorbadity and repeat
adméssion o hospital for adverse drug reactions im older adults: retrospective cohaort study.
BML 2009 Jan T;33823752. doi 10.1136/bmj.a2752.

“For works wathiowt DOIs from weebisites, provide a URL in the reference (as lomg as the URL will
work for readers).
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Jowma article wath several authors (all oted)) and e-location I instead of page numbar
Tohaou BA, de Tosé K5, W'Venonfon CFT, Mfen PH, Agueman AR, Chobli M, Chippaux 1P Aoute
kidney fallure following severe viper envenaomation: clinical, biological and witrasonographic
aspects. | Venom Anim Toxines ind Trop Dis. 2000 Dec 726000000059, doi: 101530/ 167E-9195:
JYATITD- 20000,

Issue with supplemend
Glauser TA. integrating climécal trial data ento clinical practioe. Newrology. 2002;58(17 Suppl
TIe56-12 doi: 1001212 fwnl 58.12_suppl_T.55.

Breedlove GK, Schorfheidie AM. Adolescent pregnancy. 2nd ed. Wieczorek BR, editor. Whibe
Plains (WY): March of Dimees Education Services; 2000.

Chapter in a book

Melizer P45, Kalsaniemi &, Trent J8. Chromasome alberatsons in buman solid temors. Inc
Vogelstein B, Kinzler KW, editors. The genetic basis aof human cancer. Wew Yark: MoGrae-Hill;
200 p.93-113.

Confereroe paper

Christenzen 5, Oppacher F. An analysis of Koz's computational effort statistic for genetic
programming. In: Foster 18, Lutton E, Miller J, Byan C, Tetamanzi 4G, editors. Genetic
progrRamming. EurpGP 3002: Proceedings of the Sth European Conference on Genetic
Programming; 2002 Apr 3-5; Kirsdale, ireland. Berlin: Springer; 2002, p. 153.91.
Luszavtarion

Borkowski MuL Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Amencans
[dissertation]. Mount Pleasant (si): Central Michigan Univwersity; 3002

Fart of wobsife

Warld Health Organization [intemet]. Yenomaous snakes distribution and specees risk
categories [cited 2019 Oct 14]. fvaillable frome

hittp:/ fapps.who.int/blood products/snakeantivenoms/database/.

Fatent
Eing GF, Mukherjee &K, Wilel 58, McFarland BS, innsenbors. University of Connecticut, assignee.
Acarickd al compastions and meethods of use therof. United S@ies patent S 7,575, 75882, 3009
Aug 15,

Fart of 3 drtabase on the fatemed

The Reptile Database [intemet]. Ostrava (Czech Aepublic): Reptarium. 1995, Callophis
Bivirghes [BOIE, 1827 [cited 2021 July 30]; [abouwt 3 soreeres]. dsailable from: https: freptile-
databerse. reptarium. cz/speces? genus=Callophiskspecies=bivirgatus (https:/ reptile:
databarce. reptarium. cz/speces! genus=Callkaphiskspeoes=bivirgatus|.



Poer-review is the system wsed to evaluate the quality of 3 manusorpt befare its publication.
independent reseanchiers im the reseanch area 2ssess submitted manuscrpts for onganality,
validity and significance ta help editors determine whether the manwsoript showld be
publshed. JEANTE operates using a double-blind peer-resiew system, whene the reviewers do
reat kmow the names or affiliations of the authors and the revieser reparts provided to the

authors are aranymeous. The suitability of a manwsonipt for publicaticn will be assessed solely
o crivena of sclenmific exoelence. Final decisions will be made by the sdisor-in-chief .
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