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“Verdades da Profissão de Professor 

Ninguém nega o valor da educação e que um bom professor é imprescindível. Mas, 

ainda que desejem bons professores para seus filhos, poucos pais desejam que 

seus filhos sejam professores. Isso nos mostra o reconhecimento que o trabalho de 

educar é duro, difícil e necessário, mas que permitimos que esses profissionais 

continuem sendo desvalorizados. Apesar de mal remunerados, com baixo prestígio 

social e responsabilizados pelo fracasso da educação, grande parte resiste e 

continua apaixonada pelo seu trabalho. 

A data é um convite para que todos, pais, alunos, sociedade, repensemos nossos 

papéis e nossas atitudes, pois com elas demonstramos o compromisso com a 

educação que queremos. Aos professores, fica o convite para que não descuidem 

de sua missão de educar, nem desanimem diante dos desafios, nem deixem de 

educar as pessoas para serem “águias” e não apenas “galinhas”. Pois, se a 

educação sozinha não transforma a sociedade, sem ela, tampouco, a sociedade 

muda.” (Paulo Freire) 



 

 

RESUMO  
 

Efeitos de Diferentes Antivenenos sobre a Função Hepática em Ratos Wistar 
 
Os acidentes ofídicos em alguns países estão entre as 10 principais causas de 
morte em seres humanos e a soroterapia heteróloga é o único tratamento eficaz há 
mais de 100 anos. No entanto, problemas na sua produção e controle até hoje não 
foram totalmente resolvidos e reações adversas precoces e tardias à soroterapia são 
comuns. Na maioria dos relatos de caso, os achados clínicos e laboratoriais estão 
relacionados ao sujeito que já havia sido picado e recebido a soroterapia, assim fica 
a dúvida se as alterações só estão relacionadas à ação do veneno ou também a 
ação do soro. Estudos relatam evidências que quantidades excessivas de 
antiveneno estão sendo utilizadas, resultando em uma elevada incidência de 
reações. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar a ação de diferentes 
antivenenos sobre a função hepática em ratos Wistar. Cento e cinqüenta animais 
foram distribuídos em cinco grupos como se segue: grupo 1 que receberam soro 
anticrotálico para uso humano; grupo 2 que receberam soro antibotrópico para uso 
humano; grupo 3 que receberam soro antibotrópico-crotálico para uso humano; 
grupo 4 que receberam soro antibotrópico-crotálico para uso veterinário; grupo 5 que 
receberam solução fisiológica. Foi realizado dosagem sérica de 
alaninoaminotransferase, aspartato aminotransferase, gama glutamiltransferase , 
fosfatase alcalina e histopatologia do fígado com 2, 8 e 24 horas. Os testes 
estatisticos utilizados foram de análise de variância com contrastes pelo método de 
Tukey, Anova e Kruskal-Wallis. O nível de significância adotado foi de 5%. Nos 
grupos tratados com antiveneno, observou-se aumentou de alanino 
aminotransferase e da fosfatase alcalina, ausência de alteração de aspartato 
aminotransferase e gama glutamiltransferase , além de congestão, diminuição de 
glicogênio, degeneração vacuolar, hiperplasia das células de Kupffer e necrose 
centrolobular na análise hitopatológica. Os antivenenos utilizados neste ensaio, 
quando administrados por via intraperitoneal, na dose de 2 mL, causaram alterações 
hepáticas em ratos Wistar, sugerindo assim novos estudos relacionados a 
adequação da conduta quanto a dose de soro a ser usada no acidente ofídico, 
necessidade de produção de soros de maior qualidade e de maior segurança aos 
pacientes. 
 
Palavras Chaves: antiveneno, alteração hepática, acidente ofídico. 
 

 
 

 
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 

Effects of Different Antivenom about Liver Function in Wistar Rats 
 
Introduction: Snakebites in some countries are among the 10 leading causes of 
death and heterologous antivenom is the only effective treatment for over 100 years. 
However, problems in its production and control until now have not been fully 
resolved and early and late adverse reactions are common serotherapy. In most 
case reports, clinical and laboratory findings are related to the subject that had been 
chopped and received antivenom, so there is the question whether the changes are 
related only to the action of the venom and also the action of the serum. Studies 
report evidence that excessive amounts of antivenom are in use, resulting in a high 
incidence of reactions. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of different 
antivenoms on liver function in Wistar rats. One hundred and fifty animals were 
distributed in five groups as follows: group 1 (G1) - received anticrotalic serum for 
human use; group 2 (G2) - antivenom for human use; group 3 (G3) - serum 
antibothropic-crotalic for human use; group 4 (G4) - serum antibothropic-crotalic for 
veterinary use; group 5 (G5 control) - received saline. Serum dosage of alanine 
aminotransferase, aspartate aminotransferase, gammaglutamyltransferase, alkaline 
phosphatase and liver histopathology with 2, 8 and 24 hours was performed. The 
statistical analyzes were performed using analysis of variance with contrasts using 
the Tukey method, ANOVA and Kruskal-Wallis. The level of significance was 5%. 
Results: In the groups treated with antivenom, we observed increased alanine 
aminotransferase and alkaline phosphatase, no change in aspartate 
aminotransferase and gammaglutamyltransferase, and congestion, decreased 
glycogen, vacuolar degeneration, Kupffer cell hyperplasia and centrilobular necrosis 
in the histopathological analysis. Conclusions: The antivenom used in this assay 
when administered intraperitoneally, caused hepatic changes in Wistar rats, 
suggesting new studies related to adequacy in conduct as the dose of serum to be 
used in snakebite, need to produce higher quality sera and greater safety for 
patients. 
 
Keywords: antivenom, liver changes, snakebite. 
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 
 

As estimativas mais recentes publicadas, da ocorrência de acidentes 

ofídicos em seres humanos publicados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

sugerem pelo menos 5 milhões de picadas de cobra, com 2,5 milhões de acidentes 

por outros animais peçonhentos a cada ano e 125 mil mortes. Embora estes 

números sejam extrapolações estando sujeito a contestação, a maioria dos 

especialistas concordam que mortes por picada de cobra em todo o mundo estão na 

ordem de 100 mil a cada ano. É a principal doença no meio rural em algumas partes 

de países tropicais, ocupando 10% ou mais de vagas em leitos hospitalares e estão 

entre as 10 principais causas de morte (WHITE et al., 2003). 

No Brasil ocorrem cerca de 20.000 acidentes ofídicos a cada ano e 

2.000 deles no estado de São Paulo (BARRAVIERA et al., 1995; BONAN et al., 

2010). Estes acidentes praticamente não alteraram o perfil epidemiológico nos 

últimos 100 anos, ocorrendo com maior frequência no início e final do ano, em 

pessoas do sexo masculino, trabalhadores rurais, na faixa etária produtiva de 15 a 

49 anos, atingindo principalmente os membros inferiores 

(BOCHNER;STRUCHINER, 2003). 

 

1.1 Histórico da Sorologia 
 

Os soros imunológicos utilizados para neutralizar venenos são também 

chamados de antiveneno, são imunoglobulinas(IgG) nas quais contém anticorpos ou 

fragmentos de anticorpos, dependendo da sua produção, para uso clinico especifico 

contra venenos considerados antígenos (LOVRECEK; TOMIC, 2011). 

Sua produção ocorre através de um processo biotecnológico que 

envolve a utilização de sangue de um animal, geralmente o equino, o qual é 

processado e purificado antes da obtenção do produto final (MORAIS; MASSALDI, 

2006). 

Nos casos de neutralização de antígenos pelos antivenenos sua 

eficácia é crucial para manutenção da vida dos pacientes comprometidos, 

principalmente em regiões subdesenvolvidas ou áreas com pouca infraestrutura de 
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suporte e sem assistência médica especializada (LOVRECEK; TOMIC, 2011). 

Logo após a descoberta dos soros, problemas na produção, controle e 

uso dos antivenenos, purificação do produto, potência e padronização foram 

observados, no entanto até hoje não foram totalmente resolvidos e podem provocar 

efeitos colaterais graves devido à hipersensibilidade aos componentes heterólogos 

do sangue animal (LOVRECEK; TOMIC, 2011). 

Alguns estudos são direcionados visando à produção de antivenenos 

com maior nível de anticorpos dirigidos contra componentes dos venenos e assim 

diminuindo a quantidade de proteínas inativas que podem causar reações alérgicas. 

Entre estes estudos podemos citar, o processamento para precipitação de proteínas 

inativas, métodos cromatográficos e clivagem das imunoglobulinas para formar 

fragmentos de anticorpo conhecido como Fab ou F(ab)2 (HEARD; MALLEY; DART, 

1999). 

Apesar de todos estes esforços ainda existe muitos problemas 

relacionados aos antivenenos, mesmo os preparados com uma IgG purificada esta 

associado a um elevado grau de hipersensibilidade. No entanto, a segurança e 

eficácia das preparações de Fab nos seres humanos devem ser validadas antes de 

serem utilizadas, apesar das reações anafiláticas serem mais facilmente controladas 

do que os resultados de envenenamentos graves (KRIFI; EL AYEB; DELLAGI, 

1999). 

Outros fatores, incluindo os de caráter econômico, tais como custos 

crescentes de produção dos antivenenos, modernização e controle de qualidade, 

problemas logísticos na distribuição e manutenção de uma cadeia de frio (difíceis de 

contornar em áreas pobres), tornam a produção mundial deficitária, e o número de 

fabricantes deste grupo de medicamentos é decrescente, principalmente no 

continente Africano, resultando em falta de acessibilidade deste produto que pode 

salvar vidas (WHITE et al, 2003; LOVRECEK;TOMIC, 2011).  

Morais e Massaldi (2006), demonstraram que a produção de 

antivenenos, devido aos custos fixos, pode ser economicamente viável, aumentando  

o número de frascos (doses) produzidos por ano dentro da mesma instalação e 

tecnologia, evitando ociosidade de equipamentos que acarretam em aumento  do 

custo unitário dos frascos produzidos. 
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Na América Latina, a produção é realizada essencialmente sem fins 

lucrativos por instituições públicas, cuja capacidade é geralmente limitada as 

necessidades do país, com pouco ou nenhum excedente (MORAIS; MASSALDI, 

2006).  

Por outro lado, autoridades competentes são obrigadas a monitorar e 

controlar a implementação dos avanços tecnológicos na produção, qualidade 

segurança e eficácia dos medicamentos. Iniciativas globais destinadas a aumentar e 

melhorar a produção e disponibilidade dos antivenenos onde eles são mais 

necessários são apoiadas pela OMS (LOVRECEK;TOMIC, 2011). 

Estudos recentes têm demonstrado que muitos antivenenos 

disponíveis são de baixa qualidade e podem apresentar altos índices de reações 

adversas, ou pouca capacidade de neutralização dos venenos (WHITE et al, 2003). 

Atualmente se busca antivenenos de melhor qualidade a um custo acessível 

(MORAIS; MASSALDI, 2009). 

 

1.2 Tratamento do Acidente Ofídico 
 

Segundo Murtaugh e Kaplan (1992), vários fatores podem contribuir 

para a gravidade do acidente ofídico, dentre estes, encontram-se a variação 

individual (idade, peso, condições gerais do organismo), a quantidade de veneno 

inoculada, o número de picadas, o local atingido e o tempo decorrido até o 

tratamento. 

O acidente ofídico de maior ocorrência na América do Sul é o acidente 

botrópico seguido do crotálico e ambos podem ser classificados em leve, moderado 

e grave, segundo a Fundação Nacional de Saúde (BRASIL. Ministério da Saúde, 

2001) (Tabelas 1 e 2). 
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Tabela 1 – Classificação quanto à gravidade e soroterapia recomendada no acidente 

crotálico em humanos. 

 
Manifestações e Tratamento 

Classificação (Avaliação Inicial) 
 

Leve Moderado Grave 

Fácies miastêmica/Visão 
turva 

Ausente ou 
tardia 

Discreta ou 
evidente 

Evidente 

Mialgia Ausente ou 
discreta 

Discreta Intensa 

Urina vermelha ou Marrom Ausente Pouco evidente 
ou ausente 

Presente 

Oligúria/Anúria Ausente Ausente Presente ou 
ausente 

Tempo de Coagulação (TC) Normal ou 
alterado 

Normal ou 
alterado 

Normal ou 
alterado 

Soroterapia (nº ampolas) 
SAC ou SABC 

5 10 20 

Via de administração INTRAVENOSA 

Fonte: BRASIL. Ministério da Saúde (2001)
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Tabela 2 – Classificação quanto à gravidade e soroterapia recomendada no acidente 
botrópico em humanos. 

 
Manifestações e Tratamento 

Classificação (Avaliação Inicial) 
 

Leve Moderado Grave 

Locais 
 Dor  

 Edema 

 Equimose 

Ausente ou 
discreta 

Evidente Intensas 

Sistêmicas 
 Hemorragia grave 

 Choque 

 Anúria  

Ausente ou 
discreta 

Discreta Intensa 

Urina vermelha ou Marrom Ausente Pouco evidente 
ou ausente 

Presente 

Tempo de Coagulação (TC)* Normal ou 
alterado 

Normal ou 
alterado 

Normal ou 
alterado 

Soroterapia (nº ampolas) 
SAC ou SABC 

2 - 4 4-8 12 

Via de administração INTRAVENOSA 
Fonte: BRASIL. Ministério da Saúde (2001) 

 

Como a captura da serpente na maioria das vezes não é realizada, 

seja por falta de preparo, indisponibilidade de equipamento ou tempo, a identificação 

da serpente na maioria das vezes não é realizada, não sendo possível a redução do 

uso do antiveneno ou até mesmo o direcionamento de um antiveneno específico. 

(ISBISTER, 2005). A confirmação laboratorial do acidente pode ser feita através de 

antígenos do veneno, que podem ser detectados no sangue através da técnica de 

Enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA, no entanto não esta disponível em 

todos os pronto atendimentos e é de alto custo (PEREIRA; PINHO, 2001). 

Araújo e Belluomini (1960-62) observaram que a dose de 1mg/kg de 
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dos venenos botrópico e crotálico em animais, pode ser letal sendo que equinos, 

ovinos e bovinos foram os mais sensíveis, seguidos de forma decrescente pelos 

caprinos, caninos, coelhos, suínos, cobaios, camundongos, felinos, hamsters e rato. 

O único tratamento eficaz para neutralizar a ação dos venenos botrópico e crotálico 

é por meio da soroterapia heteróloga, como os soros específicos antiofídico 

antibotrópico (SAB), anticrotálico (SAC) ou o soro polivalente antibotrópico-crotálico 

(SABC).  

Como o objetivo é neutralizar a maior quantidade possível do veneno 

circulante, independentemente do peso do paciente, o soro deve ser administrado o 

mais precocemente possível pela via inatravenosa, pois quanto mais rápida a 

distribuição do soro no organismo, maior será a quantidade de veneno neutralizada 

(JORGE; RIBEIRO, 1989, 1992; SOERENSEN et al., 1993; RIBEIRO et al., 1993; 

SAKATE, 2002). As vias subcutânea e intramuscular podem ser consideradas 

quando houver o impedimento do uso da via intravenosa (SAKATE, 2002). O soro 

bivalente é o mais facilmente encontrado para utilização em animais e o específico 

para uso em humanos. 

 

1.3 Recomendações para Armazenamento dos Antivenenos 
 

 É recomendado pela OMS que os soros sejam apresentados na forma 

liofilizada, conservados em geladeira à temperatura de 4 a 8ºC positivos, por no 

máximo 2 a 3 anos (BRASIL. Ministério da Saúde, 2001). 

A exposição a elevadas temperaturas, estimulam a formação de 

agregados de proteína e o uso de estabilizadores tais como sorbitol e fenol podem 

reduzir este efeito negativo. Por outro lado, os efeitos dos conservantes mais 

comumente utilizados aumentam a formação de dímeros e agregados, podendo 

levar à ativação do complemento in vitro, enfraquecimento da interação entre 

leucócitos e endotélio, e mesmo o aumento ou a causa do aparecimento de 

determinados efeitos secundários (VOHRA; KELNER; CLARK, 2009; LOVRECEK; 

TOMIC, 2011). 
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1.4 Reações Adversas a Soroterapia 
 

Não há consenso sobre a dose de soro antiofídico necessária após um 

acidente, devido a fatores que são impossíveis de se determinar, como quantidade 

do veneno inoculado, idade, tamanho da serpente, sendo assim a dose a ser 

administrada é uma questão controversa. (JORGE; RIBEIRO, 1989, 1992; RIBEIRO 

et al., 1993; SAKATE, 2002; AGARWAL et al., 2005; ISBISTER, 2005) 

Heard, Malley e Dart (1999), expõe que o risco do antiveneno pode 

superar os benefícios, mas defendem que isto deva ser bem avaliado no tratamento 

de um paciente envenenado. Agarwal et al. (2005), relataram em seu estudo, 

semelhança na recuperação de pacientes tratados com altas e baixas doses de 

antiveneno, mas apontam para a redução de gastos econômicos e redução na 

incidência de anafilaxia precoce e reações tardias ao soro, quando baixas doses 

foram utilizadas.  

De acordo com a Fundação Nacional de Saúde (BRASIL. Ministério da 

Saúde, 2001), a gravidade do acidente é que se determina a quantidade de soro a 

ser utilizada em humano e em animais deve ser utilizada uma quantidade de soro 

que neutralize no mínimo 100mg do veneno botrópico e 50mg do veneno crotálico 

(ARAÚJO; BELLUOMINI, 1960-62). 

O prognóstico dos acidentes leves e moderados pode ser favorável nos 

pacientes atendidos nas primeiras seis horas após a picada (CARDOSO, 1990).  

Complicações e óbito relacionados ao acidente ofídico foram citados por Ribeiro et 

al. (1998), sendo relatados 79,1% dos óbitos por insuficiência renal aguda, 65,1% 

por insuficiência respiratória aguda (mais comum no acidente crotálico), 41,9% 

devido ao choque anafilático e 41,9% por sepse, esta última só observada no 

acidente botrópico. A maioria dos óbitos (67,6%) ocorreu cerca de três a cinco dias, 

e o restante (29,4%) nos dois primeiros dias. 

As reações à soroterapia podem ser classificadas, em reações 

precoces e tardias. As primeiras reações, também denominadas de imediatas, 

geralmente ocorrem durante a infusão do antiveneno ou nas duas horas 

subsequentes, e são subdivididas em três tipos: reações anafiláticas, reações 

anafilactóides e reações pirogênicas (CUPO et al., 1991; HEARD; MALLEY; DART, 
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1999). Os sinais e sintomas mais frequentemente observados são urticária, prurido, 

tremores, dispnéia, tosse e náuseas (BRASIL. Ministério da Saúde, 2001). 

Fatores como dose do antiveneno usada, via de administração, 

velocidade de infusão, qualidade de purificação e sensibilização prévia com algum 

tipo de soro heterólogo podem favorecer o aparecimento de reações precoces 

(BRASIL. Ministério da Saúde, 2001; CARDOSO et al., 1993; THEAKSTON, 1997). 

As reações tardias, conhecidas como “doença do soro”, se manifestam 

por exantema pruriginoso, febre, artralgia, linfoadenopatia, urticária, articulações 

edemaciadas, vermelhas e doloridas, ocorrendo geralmente entre cinco a 24 dias 

após o contato com o soro heterólogo em humanos, porém, não existem relatos 

sobre estes efeitos nos animais (BARRAVIERA; PERAÇOLI, 1994).  

Além do tratamento específico com a soroterapia, outros 

procedimentos são de fundamental importância para o restabelecimento do paciente 

acometido. O tratamento geral no acidente inclui hidratação adequada, visando a 

estabilização da volemia, correção da desidratação, correção do quadro de acidose, 

preservação da função renal e prevenção de instalação de insuficiência renal aguda 

(SAKATE, 2002). 

Outros procedimentos como o uso de torniquete, corte no local e 

sucção, uso de produtos químicos são contra indicados no acidente ofídico, pois 

podem agravar o quadro clínico do paciente (AMARAL et al., 1998). 

Reações adversas como hepatotoxicidade e nefrotoxicidade são 

citadas na literatura em pacientes humanos, atendidos após o acidente ofídico pelas 

serpentes do gênero Bothrops ou Crotalus, no entanto em todos estes relatos os 

indivíduos foram avaliados em momentos onde já haviam sido picados e recebido a 

soroterapia (antiveneno), desta forma fica a dúvida se as alterações estão 

relacionadas somente a ação do veneno ou também a ação do soro (CARDOSO; 

BRANDO, 1982; BARRAVIERA et al., 1995; CASTRO, 2006; NAVARRO; SENIOR, 

2006; CHANG; SCHAINO, 2007). 

Este estudo teve como objetivo avaliar a ação de diferentes 

antivenenos sobre a função hepática em ratos Wistar. A hipótese deste estudo é que 

os antivenenos sejam capazes de induzir lesões hepáticas importantes mesmo em 

pequenas doses. 
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Resumo  
Introdução: Os acidentes ofídicos em alguns países estão entre as 10 principais causas de 
morte e a soroterapia heteróloga é o único tratamento eficaz há mais de 100 anos. No entanto, 
problemas na sua produção e controle até hoje não foram totalmente resolvidos e reações 
adversas precoces e tardias à soroterapia são comuns. Na maioria dos relatos de caso, os 
achados clínicos e laboratoriais estão relacionados ao sujeito que já havia sido picado e 
recebido a soroterapia, assim fica a dúvida se as alterações só estão relacionadas à ação do 
veneno ou também a ação do soro. Estudos relatam evidências que quantidades excessivas de 
antiveneno estão sendo utilizadas, resultando em uma elevada incidência de reações. Desta 
forma, este estudo teve como objetivo avaliar a ação de diferentes antivenenos sobre a função 
hepática em ratos Wistar. Cento e cinqüenta animais foram distribuídos em 5 grupos como se 
segue: grupo 1 (G1)- receberam soro anticrotálico para uso humano; grupo 2 (G2)- soro 
antibotrópico para uso humano; grupo 3 (G3)- soro antibotrópico-crotálico para uso humano; 
grupo 4 (G4)- soro antibotrópico-crotálico para uso veterinário; grupo 5 (G5 controle)- 
receberam solução fisiológica. Foi realizado dosagem sérica de alaninoaminotransferase, 
aspartato aminotransferase, gama glutamiltransferase , fosfatase alcalina e histopatologia do 
fígado com 2, 8 e 24 horas. Os testes estatisticos utilizados foram de análise de variância com 
contrastes pelo método de Tukey, Anova e Kruskal-Wallis. O nível de significância adotado 
foi de 5%. Resultados: Nos grupos tratados com antiveneno, observou-se aumentou de 
alanino aminotransferase e da fosfatase alcalina, ausência de alteração de aspartato 
aminotransferase e gama glutamiltransferase , além de congestão, diminuição de glicogênio, 
degeneração vacuolar, hiperplasia das células de Kupffer e necrose centrolobular na análise 
hitopatológica. Conclusões: Os antivenenos utilizados neste ensaio, quando administrados 
por via intraperitoneal, causaram alterações hepáticas em ratos Wistar, sugerindo assim novos 
estudos relacionados a adequação da conduta quanto a dose de soro a ser usada no acidente 
ofídico, necessidade de produção de soros de maior qualidade e de maior segurança aos 
pacientes. 
 
Palavras Chaves: antiveneno, alteração hepática, acidente ofídico. 
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Introdução 
No mundo atual ocorrem cerca 5 milhões de casos de acidentes ofídicos e 125 mil mortes. É a 

principal doença em meios rurais em países tropicais, ocupando 10% ou mais de vagas em 

leitos hospitalares, e em alguns países como Africa e América do Sul estão entre as 10 

principais causas de morte [1]. Os soros imunológicos utilizados para neutralizar venenos, 

chamados de antivenenos, são imunoglobulinas (IgG) que contêm anticorpos para uso clínico 

especifico contra venenos considerados antígenos [2]. 

Sua produção é feita através de um processo biotecnológico que envolve a utilização de 

sangue de um animal, geralmente o equino, o qual é processado e purificado antes da 

obtenção do produto final [3]. A eficácia dos antivenenos é crucial para manutenção da vida 

dos pacientes comprometidos, principalmente em regiões subdesenvolvidas ou áreas sem 

assistência médica especializada [2]. 

Problemas na produção, controle e uso de antivenenos tais como, purificação do produto, 

potência e atividade, padronização, efeitos colaterais devido à hipersensibilidade aos 

componentes heterólogos do sangue animal, surgiram logo após a sua descoberta, e muitos até 

hoje ainda não foram totalmente resolvidos [2]. Estudos recentes têm demonstrado que muitos 

antivenenos disponíveis, inclusive os preparados com uma IgG purificada são de baixa 

qualidade e podem apresentar altos índices de reações adversas precoces, tardias, ou 

apresentam pouca capacidade netralizadora [1; 4]. 

 No Brasil, os acidentes ofídicos de maior ocorrência são os causados pela serpente do gênero 

Bothrops seguido do gênero Crotalus durissus e o único tratamento eficaz é a soroterapia 

heteróloga, como o soro específico antibotrópico (SAB), anticrotálico (SAC) ou o polivante 

antibotrópico-crotálico (SABC). O soro polivalente é o mais facilmente encontrado para 

utilização em animais e o específico para uso em humanos [5] e como o objetivo é neutralizar 

a maior quantidade possível do veneno circulante, a administração deve ser precoce e a via 

intravenosa é a mais recomendada [6; 7; 8; 9].  
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Não há consenso sobre a dose exata de soro antiofídico necessário após um acidente, devido a 

fatores que impossibilitam a determinação da quantidade do veneno inoculado [10].Como a 

captura da serpente no momento do acidente é dificil por falta de preparo, e nos hospitais e 

pronto socorros a realização do teste de ELISA não é preconizado, seja por indisponibilidade 

de equipamento, recursos financeiros ou tempo, a identificação do acidente e as 

quantificações do veneno é impossível, inviabilizando a redução do antiveneno ou até mesmo 

o direcionamento de um antiveneno específico [11]. Em humanos os acidentes ofídicos são 

classificados de acordo com a gravidade dos sinais clínicos em leve, moderado e grave, 

podendo ser utilizado até 20 ampolas de soro em uma atendimento [5]. Em animais utiliza-se 

dose suficiente para neutralizar no mínimo 100 mg de veneno botrópico e 50mg de veneno 

crotálico [12]. 

Algumas serpentes possuem venenos com atividades nefrotóxica e hepatotóxica [13], no 

entanto nos relatos de caso, os indivíduos foram avaliados em momentos onde já haviam sido 

picados e recebido a soroterapia, desta forma fica a dúvida se as alterações estão relacionadas 

somente a ação do veneno ou também a ação do soro [14]. Hepatotoxicidade pode ser 

caracterizada por diferentes mecanismos de lesão: hepatocelular e colestática [15]. Lesões 

hepatocelular ou citolítica envolve predominantemente elevações iniciais nos níveis das 

aminotransferases sérica, geralmente precede o aumento dos níveis de bilirrubina total e 

apresenta aumentos modestos na fosfatase alcalina. Lesões colestáticas são caracterizadas por 

elevações predominantemente iniciais nos níveis de fosfatase alcalina que precede ou são 

relativamente mais importantes do que o aumento dos níveis das transaminases séricas [16]. 

No Brasil, existem evidências do uso de quantidades excessivas de antiveneno, resultando em 

uma incidência elevada de reações de hiprsensibilidade [17;18]. Reações tardias (doença do 

soro) também são citadas e estão relacionadas a reações mediadas por IgG e IgM, 

hipersensibilidade do tipo III ou reações por imunocomplexo, que geralmente surgem de uma 
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a três semanas após uso do antiveneno [5;19]. Em um futuro próximo, os antivenenos poderão 

ser substituídos por anticorpos de vacinação humanizado e/ou compostos neutralizantes 

específicos, enquanto isso, a melhoria na qualidade do soro deve concentrar-se no aumento da 

pureza do produto e na redução dos agregados, bem como na implementação de boas práticas 

de fabricação, no entanto estas técnicas e outros fatores comerciais levaram a um aumento de 

custos, provocando uma forte escassez de soro, especialmente nos países mais pobres. [20] 

Este estudo teve como objetivo avaliar a ação de diferentes antivenenos sobre a função 

hepática em ratos Wistar. A hipótese deste estudo é que os antivenenos sejam capazes de 

induzir lesões hepáticas importantes mesmo em pequenas doses. 

Métodos 
Animais 

Foram utilizados 150 ratos Wistar, 60 dias de idade, machos, com peso médio de 250g, e 

mantidos agrupados em caixas de polietileno com cinco animais em cada caixa, sob 

temperatura ambiente controlada 22 a 24ºC e fotoperíodo de 12h claro/12h escuro durante 

uma semana antes do inicio do experimento, com alimentação (Supra Lab®, Alisul) e água à 

vontade.  

Soros 

Os soros antiofídicos para uso em humanos foram fornecidos pela Fundação Butantan de São 

Paulo-SP, e os mesmos foram transportados em condições ideais, sob refrigeração e mantidos 

até o momento da sua utilização em local adequado e refrigerado. Já o soro antiofídico para 

uso veterinário liofilizado, foi fornecido pelo laboratório Vencofarma® Londrina-PR, e pela 

apresentação do mesmo, não há recomendação do armazenamento sob refrigeração. 

Após a semana de adaptação os animais foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos 

experimentais, com trinta animais em cada um (Tabela 1). 
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Os animais de todos os grupos receberam um volume de 2,0 mL da solução referente ao seu 

grupo pela via intraperitoneal. Para os grupos tratados com antiveneno o volume de 2,0 mL 

correspondeu a 20% da dose indicada para neutralizar os diferentes venenos em acidentes 

considerados leves. 

Exames laboratoriais 

Os animais foram anestesiados com éter [21], para coleta de sangue por punção cardíaca de 

10 animais em cada momento após 2 horas (M2), 8 horas (M8) e 24 horas (M24) para 

realização da dosagem sérica de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase 

(AST), gama glutamiltransferase  (GGT) e fosfatase alcalina (ALP) feitos e analisados 

automaticamente (Cobas C111 - Roche®). Após a morte dos animais por exsanguinação foi 

aberta a cavidade abdominal para a coleta de uma amostra do lóbulo caudal do fígado, as 

quais foram acondicionadas em formol tamponado 10% e processadas para a inclusão em 

parafina e os cortes corados pela hematoxilina-eosina (H/E) e ácido periódico de Schiff 

(PASS) com diastase. Na avaliação histopatológica foram utilizados os seguintes escores: 0-

ausente; 1-leve; 2-moderado; 3-acentuado, para acúmulo de glicogenio, congestão, 

degeneração vacuolar, hiperplasia de células de kupffer e necrose centrolobular.  

Análise estatísicas 

Para verificar se os parâmetros bioquimicos aferidos diferiram entre grupos e entre momentos 

recorreu-se ao teste de análise de variância em uma via (ANOVA one-way) com contrastes 

pelo método de Tukey. Para as variáveis que apresentaram violação no pressuposto de 

homogenidade de variâncias pelo teste de Levene, empregou-se alternativamente a ANOVA 

com correção de Welch e contrastes pelo método de Games-Howell. Para determinar se os 

escores das lesoes histológicas diferiram entre grupo dentro de cada momento e entre 

momentos dentro de cada grupo foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com 
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constrastes pelo método de Dunn. Todas as análises foram realizadas com auxílio do 

Programa SPSS for Windows® v. 13.0. O nível de significância adotado foi de 5% [22]. 

 

Resultados 
O ALT aumentou de forma significativa no M2 para o G2 e no M24 para o G1 diferindo 

significativamente do G3 e G4, no entanto não diferiram do controle (Tabela 2). 

A fosfatase alcalina (ALP ) aumentou de forma significativa em média duas vezes mais em 

todos os grupos comparado ao controle (G5), após duas horas e manteve-se até 24 horas. O 

aumento do G4 diferiu significativamente do G1 e G3 no M8 e do G3 no M24, já o G2 teve 

aumento maior em relação ao G3 no M24. Na comparação entre momentos o aumento no G4 

após 24 horas diferiru do M2 (Tabela 2). Para AST e GGT nenhuma diferença foi observada 

na comparação entre grupos e momentos. 

Na análise histopatológica o glicogênio esteve presente de forma acentuada em todos os 

momentos no grupo controle, já nos grupos tratados com antiveneno o mesmo esteve presente 

moderadamente no M2 (Figura 1 – A) mas no momento subsequente (M8) foi observado 

redução de glicogênio (Figura 1 – B) em todos os grupos o que diferiu significativamente do 

grupo controle. Com 24 horas os níveis de glicogênio iniciaram o retorno a normalidade mas 

de forma moderada (Figura 1 – C) o que também diferiu do controle. Na comparação entre 

momentos em todos os grupos, houve diferença significativa no M8 comparado ao M2 e M24 

(Tabela 3). 

Congestão leve foi observada no grupo controle (G5) em todos os momentos. No M2 a 

congestão também foi leve em todos os grupos não havendo diferença em relação controle 

(Figura 2 – A). No momento subsequente M8, a congestão apresentou-se moderada a 

acentuada em todos os grupos sendo o G2 e G4 diferente do controle. Após 24 horas a 

congestão manteve-se moderada a acentuada adicionando diferença do G3 em relação ao 
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controle (Figura 2 – B). Comparando momentos a congestão foi maior com 8 e 24 horas 

comparado a 2 horas no G2 e G4 (Tabela 3). 

Todos os grupos tratados com antiveneno apresentaram degeneração vacuolar ou hidrópica, 

hiperplasia das células de Kupffer e necrose centrolobular em todos os momentos de 

avaliação diferindo significativamente do grupo controle. Comparando os momentos em cada 

grupo observou-se um grau acentuado de degeneração vacuolar em todos os grupos após 24 

horas (Figura 3 – B) diferindo do M2 e M8 que se manteve moderada (Figura 3 – A). A 

hiperplasia foi de intensidade moderada a acentuada no M2 (Figura 3 – C) passando a 

moderada nos momentos subsequentes (M8 e M24) (Figura 3 – D). Hiperplasia acentuada e 

significativa ocorreu somente no M2 comparado ao M8 para o G1. Para necrose nenhuma 

diferença foi encontrada entre momentos e manteve-se leve (Figuras 3 – E e F) em todos os 

grupos e momentos de avaliação (Tabela 3). 

 

Discussão 
A hipótese deste estudo foi confirmada, de modo que doses pequenas (20%) de todos os 

antivenenos estudados foram capazes de causar importantes lesões hepáticas, com 

características histológicas de degeneração, hiperplasia de células de Kupffer e Necrose 

centro lobular, em ratos Wistar, corroborando os achados dos dois únicos trabalhos 

encontrados na literatura [23; 24]. 

Segurança e eficácia da imunoterapia nos envenenamentos, estão intimamente relacionados a 

pureza do soro e a determinação exata da sua potência neutralizante. Apesar de todos os 

produtores de antiveneno no mundo utilizarem basicamente o mesmo método para purificar e 

unir imunoglobulinas eqüina, os resultados deste processo de purificação, teor de proteína, 

potência final e rendimento podem ser muito diferentes [4].  
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Alguns autores relatam que além de manifestações alérgicas clássicas a medicamentos em 

geral, reações sistêmicas relacionadas a outros órgãos como fígado, podem estar envolvidos e 

caraterizar quadros de extrema gravidade como lesão hepato-celular e colestase [19]. 

Lovrecek et al. [2], afirmam que os antivenenos ainda precisam ser melhorados e que até hoje 

existem problemas que não foram totalmente resolvidos. Na toxicidade hepática direta 

provocada por fármacos, os efeitos observados ocorrem de forma previsível em indivíduos 

expostos e é dependente da dose. Geralmente o período latente entre a exposição e a lesão 

hepática é curto (horas), embora as manifestações clínicas possam instalar-se até 24 a 48 

horas [26]. 

Apesar de discreto, o aumento da ALT ao longo do tempo em todos os grupos mostra ser um 

indicador específico para uma lesão hepática aguda, já que a atividade sérica da ALT superou 

à da AST, a qual se manteve dentro da normalidade 

O aumento da ALP  em todos os grupos comparados com o controle, reforça ainda mais a 

ocorrência do dano hepático, corroborando Pereira [24] que relata aumento de ALP  

precocemente em ratos tratados com soro antiofídico botrópico-crotálico para uso veterinário 

comparado aos animais que receberam somente veneno. A fosfatase alcalina é sintetizada nos 

hepatócitos adjacentes aos canalículos biliares e desordens hepáticas agudas relacionadas a 

obstrução do trato biliar eleva seus valores entre 3 a 10 vezes em relação aos valores de 

referência [27]. 

A redução do glicogênio com duas horas nos grupos que receberam antiveneno e ausência 

pelo consumo do mesmo com oito horas e subsequente início de recuperação com 24 horas 

evidencia que sua síntese e degradação são reguladas para enfrentar as necessidades do 

organismo como um todo, e a medida que houve maior absorção do soro e metabolização 

(M2) as reservas de glicogênio diminuíram retornando a reservas quase normais com 24 horas 

[27]. 
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A congestão hepática leve observada após duas horas progredindo para moderada e acentuada 

nos momento subsequentes pode estar relacionada a um aumento local do volume de sangue, 

ocasionado por uma obstrução completa ou parcial de veias que drenam o sangue do fígado, 

talvez uma colestase intra-hepática [28]. 

A degeneração vacuolar ou hidrópica encontrada em todos os grupos tratados com antiveneno 

é resultante de um estágio mais avançado de edema celular, no entanto pode ser considerada 

reversível quando retirada a causa, significando um estado temporário de alteração funcional e 

pode estar realacionada a lesão da membrana celular por deposição de imunocomplexo ou 

hipóxia. Neste estudo, observou-se um processo evolutivo, pela instalação da necrose 

centrolobular leve, esta é considerada uma das mais importantes manifestações de necrose 

hepática presente nas hepatites tóxicas [29;30]. 

Outro achado significativo foi a hiperplasia das células de Kupffer que em nenhum momento 

foi leve. Autores também relatam que em situações de lesão hepática é comum ocorrer um 

aumento na síntese de citocinas inflamatórias [31;32]. 

 

Conclusões 

Os antivenenos utilizados neste ensaio, quando administrados por via intraperitoneal, na dose 

de 2 mL, foram capazes de provocar alterações hepáticas em ratos Wistar, sugerindo assim 

novos estudos relacionados a adequação da conduta quanto a dose de soro a ser usada no 

acidente ofídico, necessidade de produção de soros de maior qualidade e segurança aos 

pacientes. 
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Tabela 1. Delineamento experimental dos grupos, momentos de avaliação e quantidade de 
animais utilizados. 

GRUPOS MOMENTOS / NÚMERO DE ANIMAIS 
M2 
(2h) 

M8 
(8h) 

M24 
(24h) 

G1 – soro anticrotálico para uso humano 

Cada 10mL neutraliza 15mg de veneno 

crotálico. 

n=10 n=10 n=10 

G2 – soro antibotrópico para uso humano 

Cada 10mL neutraliza 50mg de veneno 

botrópico 

n=10 n=10 n=10 

G3 – soro antibotrópico-crotálico para uso 

Humano 

Cada 10mL neutraliza 50mg de veneno 

botrópico e 15mg de veneno crotálico 

n=10 n=10 n=10 

G4 – soro antibotrópico-crotálico para uso 

Veterinário 

Cada 10mL neutraliza 50mg de veneno 

botrópico e 15mg de veneno crotálico 

n=10 n=10 n=10 

G5 (controle) - tratado com solução de cloreto 

de sódio 0,9% 

n=10 n=10 n=10 

 

Tabela 2. Comparação entre grupos e momentos para alanino aminostransferase (ALT) e 
fosfatase alcalina (ALP ). 

Exame Grupo   M2 
Média ± Desvio padrão 

  M8 
Média ± Desvio padrão 

  M24 
Média ± Desvio padrão 

ALT 
(U/L) 

G1 54.6 ± 11.1a 60.9 ± 24.3 78.2 ± 17.1Ab 

G2 63.7 ± 9.0A 57.5 ± 10.9 72.1 ± 30.1 

G3 48.5 ± 8.1B 83.2 ± 17.2 58.4 ± 11.7B 

G4 50.2 ± 9.4B 55.1 ± 13.5 52.4 ± 9.7B 

G5 56.2 ± 15.4 57.5 ± 18.1 67.1 ± 19.7 

ALP  
(U/L) 

G1 199.0 ± 78.4B 146.5 ± 22.0C 207.0 ± 73.4C 

G2 225.8 ± 47.8B 200.6 ± 60.1B 240.7 ± 69.9B 

G3 192.1 ± 47.2B 146.8 ± 39.0C 168.1 ± 37.2C 

G4 178.8 ± 35.9Ba 232.2 ± 66.7B 258.7 ± 39.7Bb 

G5 90.9 ± 30.0A 74.1 ± 23.4A 85.2 ± 26.6A 

Letras maíusculas comparam grupos no mesmo momento e letras minúsculas comparam 
momentos no mesmo grupo. P<0,05. 
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Tabela 3. Média, mínima e máxima das variáveis avaliadas na histopatologia nos diferentes 
grupos e momentos. 

Variáveis avaliadas Grupo M2 (2h) 
Média 

(Min;Max) 

M8 (8h) 
Média 

(Min;Max) 

M24 (24h) 
Média 

(Min;Max) 
 
Acumulo de Glicogênio 

G1 2.5b 

(1.0;3.0) 
0.0Ba 

(0.0;0.0) 
2.0Bb 

(2.0;2.0) 
G2 1.5b 

(0.0;3.0) 
0.0Ba 

(0.0;0.0) 
2.0Bb 

(2.0;2.0) 
G3 2.0b 

(1.0;3.0) 
0.0Ba 

(0.0;0.0) 
2.0Bb 

(2.0;2.0) 
G4 2.0b 

(1.0;3.0) 
0.0Ba 

(0.0;0.0) 
2.0Bb 

(2.0;2.0) 
G5 3.0A 

(3.0;3.0) 
3.0A 

(3.0;3.0) 
3.0A 

(3.0;3.0) 
 
Congestão 

G1 1.0 
(1.0;2.0) 

2.0 
(0.0;3.0) 

1.5 
(1.0;3.0) 

G2 1.0a 

(1.0;2.0) 
2.0Bb 

(1.0;3.0) 
2.0Bb 

(1.0;2.0) 
G3 1.0 

(1.0;2.0) 
1.5 

(1.0;3.0) 
2.0B 

(1.0;3.0) 
G4 1.5a 

(1.0;2.0) 
2.5Bb 

(2.0;3.0) 
2.0Bb 

(2.0;3.0) 
G5 1.0 

(0.0;2.0) 
1.0A 

(0.0;1.0) 
1.0A 

(0.0;1.0) 
 
Degeneração Vacuolar 
 
 

G1 2.0Ba 

(1.0;3.0) 
1.0Ba 

(1.0;2.0) 
3.0Bb 

(3.0;3.0) 
G2 1.0Bb 

(1.0;2.0) 
1.0Bb 

(1.0;1.0) 
3.0Ba 

(3.0;3.0) 
G3 1.0Bb 

(1.0;2.0) 
1.0Bb 

(1.0;1.0) 
3.0Ba 

(3.0;3.0) 
G4 2.0Bb 

(1.0;3.0) 
1.0Bb 

(1.0;2.0) 
3.0Ba 

(3.0;3.0) 
G5 0.0A 

(0.0;0.0) 
0.0A 

(0.0;0.0) 
0.0A 

(0.0;0.0) 
 
Hiperplasia de Células de 
Kupffer 

G1 3.0Ba 
(2.0;3.0) 

2.0Bb 

(0.0;2.0) 
2.0B 

(2.0;2.0) 
G2 2.0B 

(1.0;3.0) 
2.0B 

(2.0;2.0) 
2.0B 

(2.0;2.0) 
G3 2.0B 

(1.0;3.0) 
2.0B 

(2.0;2.0) 
2.0B 

(2.0;2.0) 
G4 2.5B 

(1.0;3.0) 
2.0B 

(2.0;2.0) 
2.0B 

(2.0;2.0) 
G5 0.0A 

(0.0;0.0) 
0.0A 

(0.0;0.0) 
0.0A 

(0.0;0.0) 
 
Necrose Centro Lobular 

G1 0.5B 

(0.0;1.0) 
1.0B 

(1.0;1.0) 
1.0B 

(1.0;1.0) 
G2 0.5B 

(0.0;1.0) 
1.0B 

(1.0;1.0) 
1.0B 

(1.0;1.0) 
G3 0.5B 

(0.0;1.0) 
1.0B 

(1.0;1.0) 
1.0B 

(1.0;1.0) 
G4 1.0B 

(0.0;1.0) 
1.0B 

(1.0;1.0) 
1.0B 

(1.0;1.0) 
G5 0.0A 

(0.0;0.0) 
0.0A 

(0.0;0.0) 
0.0A 

(0.0;0.0) 
Letras maiúsculas comparam grupos no mesmo momento. Letras minúsculas comparam 
momentos no mesmo grupo. Escore: 0-Ausente; 1-leve; 2-moderada; 3-acentuada. p>0,05. 
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Figura 1-Análise histológica de fígado de rato Wistar do grupo tratado com soro antiofídico 
anticrotálico humano. (A) Acúmulo moderado de glicogênio no M2. (B) Ausência de glicogênio no 
M8. (C) Acúmulo moderado de glicogênio no M24. Escala 10 µm 

   

 

Figura 2-Análise histológica de fígado de rato Wistar do grupo tratado com soro antiofídico 
anticrotálico humano. (A) Congestão leve no M2. (B) Congestão moderada no M24. Escala 10 µm 
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Figura 3-Análise histológica de fígado de rato Wistar do grupo tratado com soro antiofídico 
anticrotálico humano. (A) Degeneração vacuolar moderada no M2. (B) Degeneração vacuolar 
acentuada no M24. (C) Hiperplasia de Células de Kupffer acentuada no M2. (D) Hiperplasia de 
Células de Kupffer moderada no M24. (E e F) Necrose Centrolobular leve no M2 e M24. Escala 10 
µm 
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appropriate, include a summary of a search of the literature to indicate why this study was necessary and what it aimed to contribute 
to the field. The section should end with a brief statement of what is being reported in the article. 
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For further details of the journal's data-release policy, see the policy section in 'About this journal'. 
Results and discussion 
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parts of the figure. There is no charge for the use of color figures. 

Please read our figure preparation guidelines for detailed instructions on maximising the quality of your figures. 
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• DOCX/DOC (single page only) 
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• PNG (preferred format for photos or images) 

• TIFF 
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Figure legends 
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being a part of the figure file. For each figure, the following information should be provided: Figure 
number (in sequence, using Arabic numerals - i.e. Figure 1, 2, 3 etc); short title of figure (maximum 15 
words); detailed legend, up to 300 words. 
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image. You must have permission from the copyright to reproduce the image. Images that do not meet 
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Tables should also have a title (above the table) that summarizes the whole table; it should be no longer 
than 15 words. Detailed legends may then follow, but they should be concise. Tables should always be 
cited in text in consecutive numerical order. 

Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into the end of the document 
text file, in A4 portrait or landscape format. These will be typeset and displayed in the final published 
form of the article. Such tables should be formatted using the 'Table object' in a word processing 
program to ensure that columns of data are kept aligned when the file is sent electronically for review; 
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used; parts of the table can be highlighted using symbols or bold text, the meaning of which should be 
explained in a table legend. Tables should not be embedded as figures or spreadsheet files. 

Larger datasets or tables too wide for a landscape page can be uploaded separately as additional files. 
Additional files will not be displayed in the final, laid-out PDF of the article, but a link will be provided to 
the files as supplied by the author. 

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xls ) or comma 
separated values (.csv). As with all files, please use the standard file extensions. 

Preparing additional files 
Although JVATiTD does not restrict the length and quantity of data included in an article, we encourage 
authors to provide datasets, tables, movies, or other information as additional files. 
Please note: All Additional files will be published along with the article. Do not include files such as patient 
consent forms, certificates of language editing, or revised versions of the main manuscript document 
with tracked changes. Such files should be sent by email to editorial@jvat.org, quoting the Manuscript ID 
number. 
Results that would otherwise be indicated as "data not shown" can and should be included as additional 
files. Since many weblinks and URLs rapidly become broken, JVATiTD requires that supporting data are 
included as additional files, or deposited in a recognized repository. Please do not link to data on a 
personal/departmental website. The maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be 
virus-scanned on submission. 
Additional files can be in any format, and will be downloadable from the final published article as supplied 
by the author. We recommend CSV rather than PDF for tabular data. 

Certain supported files formats are recognized and can be displayed to the user in the browser. These 
include most movie formats (for users with the Quicktime plugin), mini-websites prepared according to 
our guidelines, chemical structure files (MOL, PDB), geographic data files (KML). 

If additional material is provided, please list the following information in a separate section of the 
manuscript text: 

• File name (e.g. Additional file 1) 

• File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx (including name and a URL of an appropriate 
viewer if format is unusual) 

• Title of data 

• Description of data 
Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced explicitly by file 
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• Movies 
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As with figure files, files should be given the standard file extensions. 
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Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way that they will be 
browsable from within the full text HTML version of the article. In order to do this, please follow these 
instructions: 

1. Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the root. 
2. Put all files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-folders. 
3. Ensure that all links are relative (ie "images/picture.jpg" rather than "/images/picture.jpg" or 

"http://yourdomain.net/images/picture.jpg" or "C:\Documents and Settings\username\My Documents\mini-
website\images\picture.jpg") and no link is longer than 255 characters. 

4. Access the index.html file and browse around the mini-website, to ensure that the most commonly used browsers (Internet 
Explorer and Firefox) are able to view all parts of the mini-website without problems, it is ideal to check this on a 
different machine. 

5. Compress the folder into a ZIP, check the file size is under 20 MB, ensure that index.html is in the root of the ZIP, and 
that the file has .zip extension, then submit as an additional file with your article. 

Style and language 

General 
Currently, JVATiTD can only accept manuscripts written in English. Spelling should be US English or 
British English, but not a mixture. 
There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged to be concise. 

JVATiTD will not edit submitted manuscripts for style or language; reviewers may advise rejection of a 
manuscript if it is compromised by grammatical errors. Authors are advised to write clearly and simply, 
and to have their article checked by colleagues before submission. In-house copyediting will be minimal. 
Non-native speakers of English may choose to make use of a copyediting service. 

Language editing 
For authors who wish to have the language in their manuscript edited by a native-English speaker with 
scientific expertise, BioMed Central recommends Edanz. BioMed Central has arranged a 10% discount to 
the fee charged to BioMed Central authors by Edanz. Use of an editing service is neither a requirement 
nor a guarantee of acceptance for publication. Please contact Edanz directly to make arrangements for 
editing, and for pricing and payment details. 

Help and advice on scientific writing 
The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please visit our page 
on Writing titles and abstracts for scientific articles. 
Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific manuscript. American 
Scientist also provides a list of resources for science writing. For more detailed guidance on preparing a 
manuscript and writing in English, please visit the BioMed Central author academy. 

Abbreviations 
Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined when first used and a list 
of abbreviations can be provided following the main manuscript text. 

Typography 
• Please use double line spacing. 

• Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks. 

• Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines. 

• Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title. 

• All pages should be numbered. 

• Use the JVATiTD reference format. 
• Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted. 

• Please do not format the text in multiple columns. 

• Greek and other special characters may be included. If you are unable to reproduce a particular special character, please type 
out the name of the symbol in full. Please ensure that all special characters used are embedded in the text, otherwise 
they will be lost during conversion to PDF. 

Units 
SI units should be used throughout (liter and molar are permitted, however). 
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