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RESUMO 

 

Na Amazônia, ~ 90% das picadas de cobra são causadas pelo gênero Bothrops. 
Nestes envenenamentos as complicações são comuns como resultado de 
atividades inflamatórias e coagulotóxicas de toxinas encontradas no veneno 
dessas serpentes. O objetivo deste estudo foi investigar o potencial do DNA livre 
de células (cfDNA) como um biomarcador de gravidade em acidentes ofídicos 
por Bothrops. Os pacientes foram incluídos na Fundação de Medicina Tropical 
Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), em Manaus, Amazônia Brasileira. Os 
níveis plasmáticos de cfDNA foram medidos amplificando a sequência da 
transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT) por RT-PCR quantitativa. 
Os níveis medianos de cfDNA foram comparados entre voluntários saudáveis e 
envenenados e entre pacientes com diferentes complicações. Dos pacientes 
incluídos, 82,9% eram do sexo masculino, principalmente de áreas rurais e 
39,5% classificados em acidentes graves. Na caracterização laboratorial, foram 
observados valores elevados de leucócitos, neutrófilos, tempo de protrombina, 
razão normalizada internacional e níveis de fibrinogênio consideravelmente 
abaixo dos parâmetros normais. Na análise da curva ROC, quando comparados 
aos doadores saudáveis, os níveis de cfDNA na previsão do envenenamento 
demonstrou um AUROC de 0,722. A análise de correlação demonstrou 
correlação positiva com Lactato Desidrogenase (p = 0,033) e contagem de 
plaquetas (p = 0,003). Ao comparar os níveis de cfDNA entre as complicações 
clínicas, diferenças estatísticas significantes foram encontradas apenas entre os 
indivíduos com dor leve e intensa (p <0,05). Os resultados demonstram que o 
cfDNA entre os pacientes de acidentes por Bothrops, em diferentes níveis de 
gravidade, assim como nos que apresentam ou não complicações clínicas, não 
apresentaram diferenças estatísticas significantes. Por outro lado, os níveis são 
significativamente mais altos nas vítimas do que em doadores saudáveis. Assim, 
trabalhos podem ser realizados para que, no futuro, o cfDNA talvez possa ser 
utilizado para detecção do envenenamento. 
 

Palavras-chaves: Picadas de cobra, Bothrops, ácidos nucléicos livres de 

células, Biomarcadores. 
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ABSTRACT 

 

In the Amazon, around 90% of snakebites are caused by the Bothrops genus. 
Complications arising from Bothrops envenomations are common as a result of 
the inflammatory and coagulotoxic activities of toxins found in the venom of these 
snakes. The aim of this study was to investigate the potential of cell-free DNA 
(cfDNA) as a biomarker of severity in Bothrops snakebites. Patients were treated 
at the Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), 
Manaus, Brazilian Amazon. cfDNA levels in plasma were measured by amplifying 
the human telomerase reverse transcriptase (hTERT) sequence using 
quantitative RT-PCR. Median levels of cfDNA were compared between 
envenomed and healthy volunteers and among patients presenting different 
complications. Of the patients included, 82.9% were male, mainly from rural 
areas, with a mean age of 32.8 years, and accidents were mainly classified as 
serious (39.5%). In the laboratorial characterization, elevated values of 
leukocytes, neutrophils, prothrombin time, international normalized ratio and 
fibrinogen levels were observed to be considerably below normal parameters. In 
the analysis of the ROC curve, when compared to healthy blood donors, cfDNA 
levels demonstrated an AUROC of 0.722. A correlation analysis using laboratory 
variables showed positive correlation with lactate dehydrogenase (p = 0.033) and 
platelet count (p = 0.003). When cfDNA levels were compared with clinical 
complications, significant statistical differences were only found among 
individuals with mild and severe pain (p <0.05). The results show that the cfDNA 
in patients after Bothrops envenomations of different levels of severity, as well as 
those with or without clinical complications, did not present statistically significant 
differences. On the other hand, levels are significantly higher in victims of 
Bothrops envenomation when compared to healthy blood donors. Thus, further 
studies should be carried out so that, in the future, cfDNA can perhaps be used 
to confirm the detection of poisoning. 
 

Keywords: Poisonous Animals, Snake Bites, Bothrops, Free Nucleic Acids. 
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RESUMO LEIGO 

 

Na Amazônia grande parte dos envenenamentos são pelas serpentes do gênero 
Bothrops (jararacas). Complicações dos acidentes por esse tipo de serpente são 
comuns e o conhecimento de novas substancias marcadoras que identifiquem 
esses problemas rapidamente são de grande importância para ajudar no 
atendimento. Por isso, o objetivo deste trabalho foi pesquisar se o DNA livre de 
células pode atuar como marcador para as complicações dos acidentes por 
serpentes Bothrops. Este trabalho foi realizado na Fundação de Medicina 
Tropical com 76 pacientes picados por serpentes comparados com 20 pacientes 
saudáveis. Os resultados mostraram que a maioria dos pacientes foram homens 
e indivíduos da zona rural. Diferenças foram encontradas entre o DNA livre nos 
pacientes comparando as pessoas não doentes. Entre os doentes diferenças 
foram encontradas apenas entre os que sentem menos dor e os que sem mais 
dor. Esses resultados mostram que o DNA livre não apresenta diferenças 
importantes entre os pacientes picados, mesmo nos mais graves.  
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1 INTRODUÇÃO  

  

1.1 Acidente ofídico botrópico  

 

Acidentes ofídicos ocorrem principalmente em países tropicais e 

subtropicais do mundo (1). Este problema tem grande importância em saúde 

pública pela gravidade dos casos e frequência com que acontecem, pelos altos 

índices de morbidade e mortalidade, sendo responsável por sofrimentos, 

incapacitações e mortes prematuras, especialmente em locais onde existe uma 

maior exposição das populações e dificuldade de acesso aos serviços de saúde 

(2).  

 

Em 2017, o ofidismo foi classificado pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) como uma Doença Tropical Negligenciada (DTN) de alta emergência e 

em 2018 resolveu combater o agravo, com a meta de redução dos casos em 

50% até o ano de 2030. As estratégias consistem na prevenção da picada, 

principalmente por meio da educação em saúde; fornecimento de tratamento 

eficaz e seguro; fortalecimento dos sistemas de saúde; aumento de parceria, 

coordenação e recursos (3). 

 

O número real de prejuízos decorrentes desses acidentes ainda é 

subestimado por várias razões: prevalência desses acidentes em comunidades 

rurais que vivem da agricultura e pastoreio de animais, empobrecidas, de países 

com renda de baixa a média, com pouco acesso aos serviços de saúde e em 

locais distantes onde a coleta de dados específicos não acontece (2).  

 

No mundo, a estimativa é de que ocorrem cerca de 1.200.000 a 5.500.000 

casos de acidentes ofídicos anualmente (1), com envenenamentos em 1,8 a 2,7 

milhões de vítimas e 81 mil a 138 mil mortes (Figura 1). Esses agravos atingem, 

principalmente, a Ásia, África e América Latina, (4) com uma estimativa de 

incapacitações permanentes em 400 mil pessoas (3).  
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No Brasil, quatro gêneros de serpentes são considerados de interesse 

médico: Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus (5). As serpentes do gênero 

Bothrops são responsáveis pela maioria dos envenenamentos, tendo ampla 

distribuição geográfica no país e comportamento agressivo frente a ameaças. 

Esse gênero faz parte da família Viperidae que abrange cerca de 30 espécies 

distribuídas em todo o país. Essas serpentes possuem hábitos majoritariamente 

noturnos ou crepusculares, geralmente estão mais presentes na zona rural, em 

periferias de cidades, preferindo locais com umidade como áreas cultivadas e 

matas onde haja a proliferação de roedores (6).  

 

Os acidentes botrópicos são responsáveis por cerca de 90% dos 

envenenamentos notificados no Brasil (7). Entre 2000 e 2016 foram notificados 

443.912 acidentes ofídicos, com uma média de 26 mil casos/ano (8) e 

predominância no norte do país (9). Na Amazônia Brasileira e áreas de cerrado 

existem 12 espécies de serpentes que fazem parte dos gêneros Bothrops e 

Bothocophias (Figura 2), desses apenas cinco estão presentes no serrado 

Figura 1  – Distribuição Global de envenenamentos e óbitos por acidentes ofídicos (4). 

 

 



3 
 

 

(Bothrops lutzi, B. marmoratus, B. mottogrossensis, B. moojeni e B. pauloensis) 

e o restante presentes na região da floresta Amazônica (Bothrops atrox, B. 

bilineatus, B. brazili, B. marajoensis, B. taeniatus, Bothrocophias hyoprora e B. 

microphthalmus) (10).  

 

Na Região Norte muitos indivíduos ainda vivem no meio da floresta, como 

os indígenas e moradores de comunidades rurais, sendo esses grupos os mais 

vulneráveis (8).  No acontecimento dos acidentes ofídicos o itinerário dessas 

populações para o atendimento médico é difícil, o que torna o número de casos 

notificados oficialmente muito menor do que o real (11). Contudo, a incidência 

anual desses agravos na região ainda é a mais elevada com 52,8 casos por 100 

mil habitantes (12).  

 

Os estudos evidenciam que os afetados são, principalmente, indivíduos 

do sexo masculino, provenientes de áreas rurais (13–16) e economicamente 

ativos, sobretudo, os que desenvolvem atividades na agricultura, pesca e coleta 

de frutos da floresta (17,18). Os que sobrevivem a esses acidentes têm uma 

grande probabilidade de permanecerem desfigurados, destituídos e 

estigmatizados (3). Além disso, a predominância dos acidentes em áreas rurais 

Figura 2 - Espécies de Bothrops envolvidas na maioria das picadas na Amazônia. (A e B) 
Bothrops atrox, (C) Bothrops bilineatus , (D) Bothrops brasili, (E) Bothrops taeniatus e (F) 
Bothrocophias hyohora (57). 
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é um fato preocupante, visto que, as características geográficas locais e longas 

distâncias, dificultam o acesso aos serviços de saúde, podendo levar horas ou 

dias até o atendimento (19).    

  

O Estado do Amazonas é o segundo da Região Norte com o maior número 

de casos de acidentes ofídicos, possuindo uma taxa de incidência anual de 62,8/ 

100 mil habitantes, a maior da região (20) e taxa de letalidade de 0,7% (21). A 

Bothrops atrox é a principal espécie causadora, sendo responsável por cerca de 

80 a 90% dos envenenamentos (11). Essa serpente é conhecida popularmente 

por diferentes nomes, dependendo da localidade: jararaca, jararacuçu, surucucu, 

surucucu-do-barranco (22), surucucu-boca-podre e jararaquinha-do-rabo-branco 

(juvenil) (23). Em alguns lugares da Amazônia os indivíduos atribuem mais de 

um nome para a mesma espécie, conforme a idade e o tamanho do animal, como 

no caso da B. atrox, que na região do Alto Juruá, as juvenis são conhecidas 

principalmente como jararacas e adultas como surucucus (22). Esses agravos 

possuem características sazonais em paralelo com estação chuvosa (13,19), 

ocorrendo, principalmente, entre os meses de dezembro a junho e o grande 

número de acidentes demonstra a carga desse problema na região (19).  

 

1.2 Veneno botrópico  

 

O envenenamento ofídico é provocado pela inoculação de substâncias 

tóxicas na vítima, produzidas por um par de glândulas especializadas, 

conectadas por um duto ao aparelho inoculador, que são conhecidos como 

presas ou dentes modificados (4,24). Essas substâncias são misturas complexas 

de peptídeos e proteínas, muitas das quais apresentam atividade enzimática 

(25,26). 

 

As serpentes B. atrox apresentam as mesmas famílias de toxinas em seu 

veneno, com algumas variações quantitativas, apesar da ampla distribuição 

geográfica dessa espécie pela Amazônia (27).  A análise proteômica do veneno 

de B. atrox revelou a presença de onze famílias de proteínas, sendo mais 
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abundantes: metaloproteinases (SVMP), Lectina do tipo-C (CLT), Serino-

proteases (SVSP), Fosfolipases A2 (PLA2), L-aminoácido oxidase (LAAO) e 

proteína secretora rica em cisteína (CRISP) (27,28). 

 

Após a liberação, as toxinas presentes no veneno começam a 

desempenhar efeitos patológicos no local da picada e nas adjacências do tecido, 

com disseminação através dos vasos sanguíneos e linfáticos. Conforme a 

distribuição no organismo começam a agir a nível sistêmico, atingindo vários 

órgãos (29). As ações fisiopatológicas exercidas pelas toxinas presentes no 

veneno botrópico são: hemorrágica, coagulante e inflamatória aguda ou 

proteolítica, podendo ocasionar efeitos diversos (Quadro 1) (30). Essas 

atividades são de grande complexidade e alguns efeitos podem ser atribuídos a 

componentes em específico, mas diferentes toxinas podem interagir para induzir 

um determinado efeito, enquanto uma toxina pode ter várias atividades distintas 

(31).  

  

 

 
 
 

As SVMPs são as toxinas mais abundantes no veneno de B. atrox 

(27,32,33). Entre as ações fisiopatológicas das SVMPs, atenta-se para o 

desenvolvimento de hemorragias locais e sistêmicas decorrentes da sua 

Atividade Fisiopatológica Efeitos 

Inflamatória aguda 
Lesão endotelial e necrose no local da picada 

Liberação de mediadores inflamatórios 

Coagulante  Incoagulabilidade sanguínea 

Hemorrágica  
Sangramentos na região da picada (equimose) 

e à distância (gengivorragia, hematúria, etc.) 

Quadro  1 -  Atividades fisiopatológicas do veneno botrópico e seus efeitos (adaptado) 
(30). 
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inoculação no organismo (34), visto que estas são capazes de lesionar a 

membrana basal dos vasos sanguíneos por meio da hidrólise de componentes 

da membrana (35–37). As SVMPs juntamente com as PLA2 são as proteínas 

mais importantes, quando se trata de dano local, com contribuição das SVSPs 

para a patogênese desses efeitos (38). Isso porque as SVSPs podem destruir a 

membrana celular pela ação enzimática direta nos fosfolipídeos da membrana 

(39), levando a um aumento da concentração de cálcio no citosol, causando 

danos celulares e necrose com a liberação de componentes celulares (29,40). 

 

Além dos danos locais severos ocasionados pela toxicidade dos 

componentes do veneno pode ocorrer o agravamento pela resposta inflamatória 

(34,38,41–43). Na resposta inflamatória aguda local ocorre o aumento da 

permeabilidade vascular e influxo de leucócitos, principalmente macrófagos e 

neutrófilos, com paralela indução na produção de mediadores inflamatórios 

como as citocinas, quimiocinas e eicosanóides (44). Em pacientes que sofreram 

acidentes ofídicos botrópicos com o desenvolvimento de Complicação Local 

Grave foi demonstrado que estes apresentam uma resposta imunológica local 

mais intensa (45).  

 

Na resposta inflamatória aguda local os neutrófilos são considerados a 

primeira linha de defesa do organismo, pela rápida migração aos tecidos 

afetados (46,47). De um modo geral, suas funções vão desde a organização da 

resposta imunológica adaptativa, produção e liberação de mediadores 

inflamatórios, liberação de enzimas, realização de fagocitose (47,48). Além 

disso, podem agir na defesa do organismo por meio da liberação de Armadilhas 

Extracelulares de Neutrófilos (NETs) (49), ocorrendo através da NETosis, um 

tipo de morte celular na qual os neutrófilos ativos liberam essas armadilhas em 

resposta a inflamação, infecção ou hipóxia (50–52). E o veneno botrópico é 

capaz de induzir a liberação de Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos (NETs) 

(53). 
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1.3 Aspectos clínicos do envenenamento botrópico  

 
 

As manifestações clínicas locais mais descritas nos acidentes botrópicos, 

na região Amazônica, são a dor intensa e o edema (14–16,54,55). Outras 

manifestações locais que podem ocorrer: sangramento no local da picada, 

eritema, bolhas, equimoses, linfadenopatia regional e necrose (Figura 3) (54,55). 

As manifestações sistêmicas mais apresentadas inicialmente são: dor de 

cabeça, náusea e vômito (14–16,54,55). Além destas, podem ocorrer, tontura, 

visão turva, dor abdominal, sudorese e diarreia (54,55). Quanto aos distúrbios 

hemostáticos, a incoagulabilidade sanguínea é o mais comum, acometendo 

entre 43,1 e 61,1% das vítimas (15,16,55,56).  

 

Figura 3 – Manifestações locais após acidentes por Bothrops. A) Ulceração e 
sangramento local em dedo do pé direito com menos de 12h após acidente. B) Presença 
de bolhas na região dorsal do pé esquerdo após envenenamento. C) Envenenamento 
no membro superior esquerdo com presença de edema, bolhas com conteúdo de sero-
hemorágico e sangue incoagulável; paciente chegou 12h após picada. D) Presença de 
bolha em região distal do dedo anelar da mão direita 24h após picada. E) Pé direito com 
edema intenso, sangramento local e equimose em dedos. F) Acidente grave com edema 
extenso em cinco segmentos da perna esquerda (do pé a coxa) em menos de 20h após 
envenenamento (57).  

 



8 
 

 

Além dessas manifestações, podem ocorrer complicações decorrentes do 

acidente. A nível local, bolhas com conteúdo sero-hemorrágico podem surgir, 

assim como necrose, infecções secundárias bacterianas e síndrome 

compartimental, podendo levar a amputações ou déficit funcional do membro 

acometido (Figura 4) (58). Em pacientes de acidente ofídico botrópico com 

Complicação Local Grave, definidos como aqueles que apresentam 

envenenamento moderado ou grave e presença de manifestações locais como 

edema intenso, equimoses, flictena e necrose no local, foi demonstrado que 

desenvolvem uma resposta imunológica local mais intensa e que CCL-2 e CXCL-

10 podem atuar como biomarcadores para Complicação Local Grave nesses 

acidentes (45). 

Figura 4 – Complicações locais após acidente ofídico por Bothrops. (A) Envenenamento 
na mão esquerda, paciente com mais de 48 horas após a picada, com extensa área de 
edema e necrose no membro superior esquerdo e gangrena do quarto dedo. (B) O 
mesmo paciente mostrado em A, após amputação do quarto dedo (na fase de 
cicatrização). (C) Envenenamento na parte distal do dedo mínimo da mão direita com 
evolução para necrose após 48 horas após a picada. (D) Envenenamento na região 
dorsal da mão direita, estendendo-se para a palma da mão, exigindo desbridamento 
cirúrgico da área de necrose no 5 dia após a picada. (E) envenenamento grave na mão 
esquerda; esse paciente chegou 24 horas após a mordida, apresentando síndrome 
compartimental no membro superior esquerdo, necessitando de fasciotomia. (F) 
Paciente apresentando abscesso e celulite por infecção bacteriana secundária, na área 
dorsal do pé esquerdo, 48 horas após a picada (57). 
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As complicações sistêmicas incluem insuficiência renal aguda; 

hemorragias, que podem ocorrer de forma mais graves como a intracraniana; 

hipotensão e choque pelo sequestro de líquido para o local da picada, 

hipovolemia por sangramento e liberação de substâncias vasoativas (5,58). As 

complicações mais frequentemente descritas são infecção secundária (14–

16,59), insuficiência renal aguda (14,15,59–61) e sangramento sistêmico 

espontâneo (Figura 5) (15,55,59,62). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A infecção secundária ocorre com frequência variada e na região 

Amazônica atinge  aproximadamente 40% dos indivíduos que sofrem acidentes 

por serpentes desse gênero (14,16,59). Os microrganismos envolvidos nessa 

complicação podem ter origem da cavidade oral da serpente, microbiota da 

própria vítima e de produtos inadequados colocados no local da punctura (6). A 

infecção secundária causa intensa reação inflamatória no local da picada 

desencadeada pelos microrganismos patogênicos causando danos teciduais.  

 

A insuficiência renal aguda é uma complicação sistêmica importante em 

envenenamentos botrópicos e sua frequência varia de 10,9 a 38,5% (14,15,59–

61). Os componentes do veneno possuem ação renal direta causando alterações 

Figura 5 – Complicações sistêmicas após acidentes ofídicos por Bothrops. (A) 
Paciente de acidente por serpente do gênero Bothrops realizando hemodiálise, após o 
desenvolvimento de insuficiência renal aguda decorrente do acidente. (B) Paciente com 
hemorragia sistêmica, evidenciada no por equimose a distância do local da picada. 
Fonte: CEPCLAM.  

B A 
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estruturais nos nefróns (25,63,64) e na fisiologia renal (65,66), sendo a necrose 

tubular aguda a causa mais comum de lesão renal no acidente ofídico (67). 

Apesar de hipóteses formuladas, a patogênese desse problema ainda não foi 

totalmente compreendida (14), mas acredita-se que a  combinação de múltiplos 

fatores acarretem o desenvolvimento dessa condição. Dentre estes fatores 

incluem a nefrotoxicidade direta, processos inflamatórios, reação imunológica e 

alterações hemodinâmicas (64,66,68,69), representando um dos principais 

fatores de risco na fatalidade de acidentes botrópicos na Amazônia (21). 

 

 O sangramento sistêmico espontâneo é uma das alterações 

hemodinâmicas mais comuns nos envenenamentos por Bothrops (15,55,59), 

estando presente em cerca de 15% das vítimas que evoluem para óbito no 

estado do Amazonas (21). Fatores associados ao risco de sangramento 

sistêmico na região foram o sangue incoagulável e trombocitopenia, entretanto 

os autores não identificaram associação com a curva ROC, acreditando que 

apenas esses parâmetros não são os únicos e principais responsáveis pelas 

hemorragias sistêmicas (62). Além desses distúrbios, as SVMPs, proteínas 

presentes em abundância no veneno botrópico, são capazes de causar 

sangramentos por inibir a agregação plaquetária, hidrolisar fibrina, degradar 

componentes da matriz extracelular dos vasos e pela ação direta na membrana 

dos capilares  (26,70–73). 

 

Fatores associados com a gravidade são: idade ≤ 15 anos e ≥ 65 anos, 

acidente relacionado a atividades de trabalho e o tempo entre a picada e 

atendimento superior a 6 horas (12). Além dos sintomas físicos, as 

consequências psicológicas do envenenamento decorrente da picada de 

serpentes como estresses pós-traumáticos e depressão devem ser 

considerados (2). 

 

No tratamento dos envenenamentos por serpentes de importância médica 

no Brasil, a administração do soro antiveneno específico é realizada para a 

neutralização das toxinas. O antiveneno no país está disponível em hospitais de 
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referência pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e sua classificação está atrelada 

a classificação de gravidade do acidente que possui protocolo definido pelo 

Ministério da Saúde de acordo com características clínico-epidemiológicas do 

acidente. Após essa classificação, a soroterapia antiveneno deve ser realizada 

o mais precocemente possível e de acordo com a classificação de gravidade da 

vítima (Quadro 2) (74).  

 

Os acidentes botrópicos podem ser classificados como leves, moderados 

ou graves. Os caracterizados como leves são aqueles em que se pode verificar 

quadro local discreto e sangramento no local da picada. Nos moderados, as 

manifestações já assumem um caráter mais sistêmico, podendo apresentar 

edema e equimoses evidentes, sangramento sem comprometimento no estado 

geral da vítima. No quadro grave as alterações locais são intensas, pode haver 

hemorragia grave, hipotensão/choque, insuficiência renal e anúria. Nas três 

classificações pode haver distúrbio na coagulação sanguínea (75). O tratamento 

incompleto ou não administração do antiveneno tem grande associação com a 

letalidade das vítimas (21).  

 

O soro antiveneno é o único tratamento especifico para a neutralização 

das toxinas nesses envenenamentos e tem sua eficácia comprovada (25,76), 

mas em alguns casos, pode necessitar de reclassificação e administração de 

quantidade adicional de soro (5). Mesmo com a administração da soroterapia, 

as toxinas do veneno levam a danos celulares irreversíveis com o 

desenvolvimento de complicações (14,16,55) e processos patológicos levam 

liberação de várias substâncias como DNA livre de células (77). 
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1.4 DNA livre de células em outras patologias  
 

A estrutura e função do DNA foram explicadas por Watson e Crick, em 

1953, trazendo o conceito da estrutura formada por dupla hélice, constituída por 

duas cadeias complementares de nucleotídeos e unidas de forma complementar 

pelo pareamento das bases nitrogenadas. Com essa descoberta, ocorreram 

muitos avanços nas pesquisas e compreensão de eventos biológicos  (78). Antes 

das descobertas de Watson e Crick, a presença de fragmentos dos ácidos 

nucleicos livres de células no plasma humano, já haviam sido descritas, pelos 

pesquisadores Mandel e Metais, em 1948, mas sem grandes interesses nesses 

fragmentos como marcadores (79). 

 

Apesar da presença desses fragmentos no plasma humano ter sido 

descrita há mais de 70 anos (79), o interesse no uso dos ácidos nucleicos livres 

de células como marcadores, surgiu mais tarde. Em1966, foram demonstrados 

Quadro  2  – Número de ampolas de soro indicadas de acordo com a gravidade nos 
envenenamentos por serpentes de importância médica no País (30). 
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altos níveis de DNA circulante no soro de pacientes com lúpus eritematoso 

sistêmico (80) e em 1977 foi detectada a presença de níveis plasmáticos 

elevados em pacientes com câncer, com diminuição dos níveis de DNA 

circulante naqueles que respondiam a radioterapia (81). A partir desses 

trabalhos iniciais, a detecção dessas moléculas como possíveis marcadoras 

para diagnóstico e monitoramento de doenças vem crescendo ao longo dos anos 

com estudos referentes a diversas condições de anormalidade celular.  

 

Os Ácidos Nucleicos Circulantes (ANCs) são fragmentos de DNA ou RNA 

livres de células, presentes em fluidos corporais, provenientes, principalmente,  

de células sanguíneas (82). Esses fragmentos encontram-se, em sua maioria, 

no interior das células, mas existem quantidades fisiológicas dessas moléculas 

livres na circulação. Níveis aumentados refletem processos patológicos, 

incluindo o câncer e lesões benignas, acidente vascular cerebral, sepse, trauma 

e doenças inflamatórias (77), mas também ocorrem em algumas condições 

fisiológicas (83).  

 

As pesquisas realizadas nessa área, utilizam principalmente o DNA como 

alvo, seja com base na avaliação da expressão gênica (80,84) ou para 

verificação da quantidade total circulante (82,85,86). A quantidade de DNA livre 

de células (cfDNA) presente na circulação sanguínea está relacionada com os 

mecanismos de liberação e além deles, com a capacidade de eliminação desses 

fragmentos. Estudos mostram que a forma como ele se apresenta livre no 

sangue influencia na sua permanência, como por exemplo em DNA circular e 

dupla-fita que podem permanecer por mais tempo em comparação com DNA 

linear e de fita simples (77). 

 

Quanto a principal forma de liberação do cfDNA, não existe um consenso 

constituindo um evento não totalmente compreendido, sendo os principais 

candidatos os mecanismos de degradação celular e mecanismos ativos de 

liberação de DNA (87). Os estudos apontam como causas primordiais do 

aparecimento desses fragmentos, livres nos fluidos corporais, a apoptose e 
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necrose  (84,87–89). Além disso, o cfDNA pode ser derivado de outras condições 

mais específicas como tumores, órgãos de doadores após o transplante e do 

feto durante a gravidez (90).  

 

De um modo geral, características biológicas diversas podem contribuir 

como fontes de cfDNA e/ ou causas de liberação de DNA na circulação, 

incluindo: estruturas celulares em circulação que contêm ou liberam DNA 

durante atividade normal, desenvolvimento, dano ou morte; DNA estranho/ 

exógeno que entrou no corpo por digestão de fontes alimentares, inalação, 

transplante ou transfusão, infecção e/ ou infestação; liberação de DNA no 

sistema nervoso modulado por funções neurológicas; atividades celulares que 

liberam DNA em circulação intencionalmente e/ ou devido ao estresse, 

degradação e erro / adaptação genética; durante a gravidez fragmentos de DNA 

fetal são liberados na circulação materna; efeitos sistêmicos da atividade 

fisiológica (por exemplo, exercício excessivo) e/ ou status (por exemplo, 

obesidade ou envelhecimento) (Figura 4). Essas supostas fontes ou causas de 

liberação de DNA também podem interagir e formar uma cascata de eventos 

resultando em liberação de cfDNA adicional (87). 

 

Com a descoberta desses fragmentos aumentados em indivíduos 

doentes, novas expectativas de diagnóstico e acompanhamento, minimamente 

invasivos, surgiram (91–93). Essas novas possibilidades, estimularam pesquisas 

visando a substituição de alguns métodos convencionais de diagnóstico 

molecular, que utilizam abordagens invasivas, como a retirada de tecido em 

biópsias (93),  assim como a busca por métodos mais sensíveis e específicos. 

Com isso, muitas áreas da medicina vêm avaliando o uso desses marcadores 

para testes diagnósticos.  



15 
 

 

 

 

 

Como possível biomarcador para o câncer, alguns autores usam o termo 

“biópsia líquida”  (94–99) pela possibilidade de diagnóstico não-invasivo, 

utilizando apenas amostras de sangue e permitindo verificar mudanças nos 

níveis dos ANCs durante o curso natural da patologia ou tratamento (91–93,100). 

Diante disso, a relevância dos ANCs como marcadores promissores para 

pacientes com câncer vem sendo confirmada (77,94,96,99,101,102).  

 

Figura 6 - Origens do DNA livre de células (cfDNA) no corpo humano. (A) Causas 
provenientes da circulação sanguínea; (B) DNA de razões/ microrganismos exógenos; (C) 
de origem neuronal; (D) de atividades celulares; (E) liberação na gestação; (F) Causas 
sistêmicas (87). 

(A)  
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 No trauma, as concentrações plasmáticas de cfDNA foram 

significativamente mais altas em casos graves do que nos menos graves (103–

105). As descobertas evidenciam em favor do uso de cfDNA como ferramenta 

prognóstica em relação a pacientes vítimas de trauma, também como ferramenta 

prognóstica para o desfecho de complicações pós-traumáticas (103–105). No 

Traumatismo Craniano Encefálico (TCE) os níveis plasmáticos mais altos de 

cfDNA foram correlacionados com gravidade e mortalidade (103,105–107). 

Concentrações médias de DNA plasmático em pacientes de TCE, foram 

significativamente maiores no grupo não sobrevivente, quando comparado com 

o grupo de sobreviventes (107). 

 

Dosagens também têm sido realizadas em pacientes com doenças 

infecciosas agudas como na malária por Plasmodium vivax, em que os níveis de 

cfDNA dos pacientes foram mensurados e comparados a indivíduos saudáveis, 

demonstrando que nos indivíduos doentes, foram significativamente mais 

elevados. Os resultados sugeriram que nos pacientes com malária por P. vivax 

os níveis plasmático foram até 8 vezes maiores que no grupo controle (82). No 

quadro de dengue grave, os níveis de cfDNA foram significativamente maiores 

do que no grupo que não desenvolveu dengue grave com um ponto de corte 

capaz de prever dengue grave com boa sensibilidade e especificidade, sendo 

este > 36,9 ng / mL capaz de prever dengue grave com boa sensibilidade 

(87,5%), especificidade (54,7%) e área sob a curva ROC (AUROC) ( 0,72, IC 

95% 0,55-0,88; p = 0,0493) (108). 

 

Em quadros clínicos inflamatórios, a pesquisa desses fragmentos como 

biomarcadores também tem sido investigada. Na sepse, que é uma resposta 

inflamatória sistêmica, o cfDNA apresentou-se significativamente mais elevado 

(109,110), com níveis consideravelmente mais altos nos pacientes que 

desenvolveram lesão renal aguda e sem diferenças significantes entre os tipos 

de microrganismos envolvidos (110). De forma semelhante, em pacientes com 

Lúpus Eritematoso Sistêmico, o cfDNA apresentou níveis plasmáticos 

significativamente mais altos quando comparado aos controles saudáveis (111–
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113). Após a terapia ocorreu uma diminuição considerável nos pacientes, com 

potencial de tornar-se um marcador de acompanhamento no tratamento dessa 

condição clínica (112,114). 

 

Em gestações complicadas por pré-eclâmpsia ou trabalho de parto 

prematuro, o cfDNA fetal apresentou níveis plasmáticos significativamente mais 

elevados na circulação materna. A presença desses fragmentos em níveis 

aumentados pode contribuir para uma reação inflamatória tendo como resultado 

o parto prematuro espontâneo e esse aumento pode demonstrar sinal de perigo, 

funcionando como marcador de complicações (115). 

 

Os trabalhos para a identificação de biomarcadores envolvendo o cfDNA 

estão crescendo cada vez mais para patologias de origens diversas, seja de 

caráter infeccioso, inflamatório, crônico ou agudo. Assim, o acidente ofídico é um 

evento agudo que pode causar trauma no local da picada, pelas presas do 

animal. Entretanto, os danos ocasionados pelo veneno e a resposta inflamatória 

induzida assumem maiores proporções, dependendo de vários fatores como a 

quantidade de veneno inoculado e condição de saúde ou orgânica da vítima (12).  

 

No Brasil os acidentes por serpentes gênero Bothrops causam maioria 

dos envenenamentos (5,6), que frequentemente evoluem para complicações 

(14,16,55). Os componentes do veneno desse gênero são responsáveis por 

danos teciduais locais importantes e alterações a nível sistêmico. Nesses 

pacientes a piora do quadro clínico está atrelada, em muitos casos, com 

complicações ligadas a fatores orgânicos do indivíduo como a presença de 

comorbidades, sistema imunológico e estado nutricional, assim como fatores 

externos relacionados a condutas como torniquete, uso de terapias alternativas 

tópicas e ingeridas (116,117) e o tempo entre a entre a picada e atendimento 

(5,12). Com destaque para as complicações que mais ocorrem: infecção 

secundária (14–16,59), lesão renal (14,15,59–61)  e sangramento sistêmico 

espontâneo (15,55,59). 
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A piora do quadro clínico está muito ligada ao desenvolvimento de 

complicações (14,16,55), sendo importante o uso de ferramentas que possam 

identificar essas possíveis complicações de forma precoce para auxiliar a equipe 

no planejamento das ações preventivas e curativas. Com os danos decorrentes 

desses acidentes pode haver a liberação de cfDNA na circulação sanguínea, 

com possibilidade de atuarem como preditores de gravidade nesses acidentes.  

 

1.4.1 Gene hTERT 

  

 A pesquisa de cfDNA como biomarcador tem sido cada vez mais 

realizada, e para a identificação desses fragmentos sequências genéticas são 

amplificadas por técnicas de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). E para a 

escolha do gene é necessário considerar um gene de boa referência para 

eficácia do ensaio e para evitar viés na quantificação do cfDNA (118). 

  

 O hTERT é um gene de cópia única que está localizado no braço curto do 

cromossomo 5 na posição 15.33 (119) e contém a informação genética para a 

produção de um dos principais componentes da telomerase (120,121). A 

telomerase é um complexo enzimático essencial para a manutenção do 

comprimento dos telômeros (122,123), que são estruturas compostas por 

segmentos repetidos da sequência de DNA, encontrados na extremidade dos 

cromossomos, protegendo-os contra degradação e outras reações indevidas 

(124),  mantendo a integridade do genoma (122,125).  

 

A telomerase é formada por dois componentes principais que trabalham 

de forma conjunta: a subunidade de RNA da telomerase (produzida a partir do 

gene hTERC ou hTR) fornecendo o modelo para o alongamento repetido dos 

telômeros e a subunidade transcriptase reversa da telomerase TERT (produzida 

a partir do gene hTERT), sendo responsável pela adição das repetições de 

telômeros nas extremidades dos cromossomos (119,123,126).  
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A telomerase é indetectável ou ativa em níveis baixos na maioria dos tipos 

celulares, mas altamente ativa em células com rápida divisão (127–129). Sua 

atividade nessas células permite que se dividam muitas vezes, sem danos ou 

apoptose (130). Mutações nos genes de manutenção dos telômeros podem 

resultar em perda precoce da capacidade regenerativa de tecidos e doenças 

(125). Alterações genéticas no gene hTERT estão relacionadas com patologias 

como leucemia mielóide aguda (131), disceratose congênita (132–136), fibrose 

pulmonar idiopática (137,138) e câncer (119,139–141).  

 

Além do interesse no estudo da expressão desse gene pelas alterações 

genéticas como causa de patologias, outros ramos da biologia molecular o 

utilizam para estudos em humanos devido as suas características. Em estudos 

baseados na detecção da quantidade total de DNA nuclear por PCR em tempo 

real, representa um alvo ideal por ser um gene de cópia única, assim como por 

sua amplificação que é especifica e robusta como demonstrado em estudos 

anteriores (82,86). Além disso, quando comparado a outros genes que são 

utilizados com a mesma finalidade, foi demonstrada uma superioridade do 

hTERT (Figura 7), fornecendo uma estimativa confiável da quantidade total de 

cfDNA (118).  

 

Estudos utilizando esse gene como alvo para verificação do cfDNA foram 

realizados em indivíduos com patologias diversas, como em casos de pacientes 

pós parada cardíaca (142), câncer de pulmão (86), pancreatite aguda (85,143) e 

malária (82), demonstrando bons resultados na amplificação do hTERT, com 

valores significativamente mais altos em indivíduos doentes (82,86) ou mais 

graves (85,142,143).  

 

Seja na avaliação da sua expressão ou em outras situações devido as 

suas características, estudos importantes estão utilizando cada vez mais o gene 

hTERT. Na sua amplificação por ensaios de PCR em tempo real, para verificação 

da quantidade total de cfDNA, os resultados são muito positivos demonstrando 
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que é um alvo ideal para estudos dessa natureza na pesquisa de cfDNA como 

biomarcador.   

 

 

 

Figura 7 – Comparação de genes de referência múltipla para quantificação de cfDNA 
plasmático. O intervalo de confiança de 95% (representado pela área cinza) associado 
a uma quantidade média normalizada de cfDNA calculada com base em três genes de 
referência (TERT, RPPH1, ERV3) e três experimentos independentes de qPCR é 
comparado com estimativas médias para cada uma das referências acima mencionadas 

genes e ALUJ para cada doador (118). 
 

1.5 Preditores de gravidade nos envenenamentos  

 

Os métodos imunoenzimáticos são utilizados para a detecção de veneno 

circulante, sendo estes empregados principalmente em estudos para 

confirmação do diagnóstico (6). Na rotina clínica de atendimento desses 

agravos, exames laboratoriais para a confirmação do tipo de acidente não são 

utilizados, sendo estes realizados de forma exclusivamente clínica (58).  
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Após o diagnóstico clínico do envenenamento, exames laboratoriais 

complementares são solicitados para o acompanhamento da vítima e para 

verificar a eficácia da soroterapia (5,58). Nesses acidentes os exames para 

avaliação da coagulação sanguínea são importantes devido as desordens 

hemostáticas que podem ocorrer pela ação dos componentes do veneno. Nos 

envenenamentos botrópicos que acontecem na Amazônia Brasileira o distúrbio 

hemostático mais comum é a incoagulabilidade sanguínea  (15,16,55,56).  

 

Na pratica clínica, para verificar a atividade sistêmica e acompanhamento 

da reversão de coagulopatia os parâmetros de coagulação geralmente são 

avaliados: tempo de trombina, tempo de protrombina e tempo de tromboplastina 

parcial ativada. O tempo de coagulação (TC) é um exame muito útil que auxilia 

no diagnóstico e acompanhamento, sendo um teste simples e rápido que 

determina se o tempo da coagulação sanguínea do indivíduo está normal, 

prolongado ou incoagulável (5,6,58). Em pacientes com diminuição do nível de 

consciência é recomendado que seja realizada tomografia computadorizada de 

crânio para verificar a possibilidade de sangramento intracraniano (58).  

 

Pacientes que sofreram envenenamentos por Bothrops na Amazônia 

brasileira foram avaliados quanto aos distúrbios hemostáticos, demonstrando 

que os níveis de fibrinogênio estavam diminuídos nos que apresentaram sangue 

coagulável e significativamente diminuídos (p <0,001) nos que apresentaram 

sangue o incoagulável. Na avaliação de produto de degradação de fibrina / 

fibrinogênio (FDP) e D-dímero, estes apresentaram níveis normais em pacientes 

com sangue coagulável e significativamente aumentados em pacientes com 

sangue não coagulável (p <0,001). Alfa-2-antiplasmina também esteve normal 

em pacientes com sangue coagulável e diminuiu significativamente em pacientes 

com sangue incoagulável (p <0,001) (55).  

 

Na infecção secundária a acidentes ofídicos um ensaio clínico 

demonstrou que a incidência de infecções secundárias esteve significativamente 

associada a níveis mais elevados de fibrinogênio, alanina transaminase e 
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proteína C reativa, sugerindo a utilização desses marcadores para auxilio no 

diagnóstico de infecções secundárias (16).  

 

A avaliação do perfil de moléculas imunológicas solúveis, locais e 

sistêmicas, foi realizada em pacientes que sofreram acidentes ofídicos por 

Bothrops Amazônia brasileira, com diferentes desfechos clínicos. O perfil 

imunológico circulante demonstrou diferenças na resposta Th1 entre os que 

desenvolveram complicações locais graves (púrpura, equimoses, edema grave, 

formação de bolhas e necrose) do grupo que não apresentou essas 

complicações, demonstrando um perfil misto e outro mais polarizado, 

respectivamente. Os que desenvolveram complicação local grave apresentaram 

uma resposta imune local mais exacerbada, sugerindo que CCL-2 e o CXCL-10 

podem atuar como biomarcadores para identificação da resposta local mais 

intensa no envenenamento por Bothrops (45).  

 

A insuficiência renal aguda, após esses acidentes, não tem patogênese 

completamente esclarecida, com sugestão de origem multifatorial (144), em que 

os fatores atuam de maneira combinada ou isolada (14,60,145,146). Na 

avaliação exames laboratoriais de creatinina e ureia podem ser solicitados e a 

elevação desses marcadores pode ocorrer em vigência da IRA (5). Devido as 

múltiplas definições de IRA um grupo multidisciplinar internacional propôs uma 

definição e classificação para uniformizar os conceitos e facilitar o diagnóstico, 

que é realizado baseado na dosagem da creatinina sérica ou volume urinário 

(147).  

 

Em envenenamentos por Bothrops na região Amazônica, os fatores 

associados a IRA foram altos níveis de lactato desidrogenase, sangramento local 

e presença de comorbidades como a hipertensão arterial sistêmica (14). O sódio 

sérico mais baixo e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) na 

admissão (normal vs. anormal ou incoagulável) foram fatores associados 

independentemente ao desenvolvimento de IRA em acidentes botrópicos (68). 
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A solicitação de outros exames laboratoriais pode ser necessária 

dependendo da evolução clínica da vítima (5). O conhecimento de novos 

marcadores na área de acidentes ofídicos possui grande importância, visto que 

esse problema acontece em larga escala e está associado com índices 

importantes de morbimortalidade. Além disso, ainda existem lacunas para a 

identificação de ferramentas que ajudem no fortalecimento do diagnóstico e 

acompanhamento das vítimas desse agravo.  

 

1.6 Justificativa  
 

O ofidismo é um problema de saúde pública negligenciado que acomete 

milhões de pessoas, levando ao desenvolvimento de complicações e deixando 

sequelas permanentes. Nesses envenenamentos, o diagnóstico atualmente é 

realizado apenas com base nas características clínicas e fatores 

epidemiológicos, assim como algumas complicações decorrentes desses 

acidentes também são identificadas por meio de dados clínicos. De acordo com 

o tipo de complicação alguns exames podem indicar a presença de: insuficiência 

renal (ureia e creatinina), hemorragias (TC, fibrinogênio), complicação local 

grave (CCL-2 e o CXCL-10) e infecção (VHS, PCR). E no âmbito desses 

envenenamentos mais estudos são necessários para a identificação de 

marcadores cada vez mais sensíveis e/ ou específicos para a prevenção de 

complicações e acompanhamento, principalmente dos acidentes por 0 que 

possuem alta frequência no país e pela gravidade dos casos, devido ao grande 

potencial inflamatório desses acidentes. 

 

Estudos têm evidenciado que o cfDNA é um potencial biomarcador no 

diagnóstico e prognóstico de várias patologias. A detecção desses fragmentos 

como marcadores proporciona entre suas vantagens a realização da coleta de 

material biológico por técnica minimamente invasiva, utilização de uma 

quantidade pequena de amostra e apresenta-se como uma ferramenta sensível, 

pois a amplificação é por meio da PCR em tempo real de um gene de cópia 

única.  

 



24 
 

 

A dosagem de cfDNA nos envenenamentos ofídicos e em suas 

complicações ainda é desconhecida e a identificação de novas ferramentas mais 

precisas e eficazes são necessárias, podendo auxiliar no diagnóstico facilitando 

uma tomada de decisão ainda mais individualizada, aprimoramento da avaliação 

inicial, identificar rapidamente potenciais casos graves, detecção prévia de 

complicações, melhorar o manejo clínico, redução de sequelas permanentes, 

podendo reduzir o impacto causado por envenenamentos ofídicos e custos das 

internações prolongadas.  
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2 OBJETIVOS   

 

2.1 Geral 

 

Investigar o potencial do DNA livre de células como biomarcador de gravidade 

em acidentes botrópicos. 

 

2.2 Específicos 

 

▪ Identificar sinais clínicos e laboratoriais das vítimas de acidentes botrópicos 

através do banco de dados; 

 

▪ Identificar a presença DNA livre de células no plasma dos pacientes que 

sofreram esses acidentes; 

 

▪ Associar os níveis de DNA livre de células com aspectos clínicos e 

laboratoriais para gravidade desses eventos; 
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Abstract  

In the Amazon, around 90% of snakebites are caused by the Bothrops genus. 

Complications arising from Bothrops envenomations are common as a result of 

the inflammatory and coagulotoxic activities of toxins found in the venom of these 

snakes. The aim of this study was to investigate the potential of cell-free DNA 

(cfDNA) as a biomarker of severity in Bothrops snakebites. Patients were treated 

at the Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), 

Manaus, Brazilian Amazon. cfDNA levels in plasma were measured by amplifying 

the human telomerase reverse transcriptase (hTERT) sequence using 

quantitative RT-PCR. Median levels of cfDNA were compared between 

envenomed and healthy volunteers and among patients presenting different 

complications. Of the patients included, 82.9% were male, mainly from rural 

areas, with a mean age of 32.8 years, and accidents were mainly classified as 

serious (39.5%). In the laboratorial characterization, elevated values of 

leukocytes, neutrophils, prothrombin time, international normalized ratio and 

fibrinogen levels were observed to be considerably below normal parameters. In 

the analysis of the ROC curve, when compared to healthy blood donors, cfDNA 

levels demonstrated an AUROC of 0.722. A correlation analysis using laboratory 

variables showed positive correlation with lactate dehydrogenase (p = 0.033) and 

platelet count (p = 0.003). When cfDNA levels were compared with clinical 

complications, significant statistical differences were only found among 

individuals with mild and severe pain (p <0.05). The results show that the cfDNA 

in patients after Bothrops envenomations of different levels of severity, as well as 

those with or without clinical complications, did not present statistically significant 
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differences. On the other hand, levels are significantly higher in victims of 

Bothrops envenomation when compared to healthy blood donors. Thus, further 

studies should be carried out so that, in the future, cfDNA can perhaps be used 

to confirm the detection of poisoning. 

 

Keywords: Snakebites, Bothrops, Cell-free nucleic acids, Biomarkers. 

 

1. Introduction 

 

Snakebites are a worldwide neglected health problem (World Health 

Organization, 2019). The estimate is that there are 1.8 to 2.7 million 

envenomations per year, with 81 to 138 thousand deaths (Gutiérrez et al., 2017) 

and 400 thousand permanent disabilities worldwide (The Lancet, 2019). In Brazil, 

the average annual number of snakebites is around 28,000 cases, and these 

occur predominantly in the Brazilian Amazon (Chippaux, 2017). The Bothrops 

genus is responsible for around 90% of recorded envenomations (Silva et al., 

2015). In the Brazilian Amazon, incidence rates are higher than 60 cases per 

100,000 inhabitants in some areas (Magalhães et al., 2019), with a case-fatality 

rate of 0.7% (Souza et al., 2018).  

 

Proteomic analysis of B. atrox venom has revealed that the most abundant 

proteins are metalloproteinases (SVMP), type-C lectin (CLT), serineproteases 

(SVSP), phospholipases A2 (PLA2), L-amino acid oxidase (LAAO) and cysteine-
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rich secretory protein (CRISP) (Calvete et al., 2011; Sousa et al., 2017). After 

inoculation, toxins begin to cause pathological effects at the site of the bite, on 

the adjacent tissue and, as the distribution of the venom occurs in the body, the 

toxins begin to act systemically, reaching various organs (Warrell, 2010). Local 

manifestations include severe pain and edema (Alves et al., 2018; Bernal et al., 

2019; S. S. de Oliveira et al., 2019; S. S. Oliveira et al., 2019; Sachett et al., 

2017). Prolonged clotting time is the most common coagulation disorder, 

observed in around 50% of the patients (Bernal et al., 2019; Moreno et al., 2005; 

S. S. de Oliveira et al., 2019; Sachett et al., 2017). The most prevalent 

complications are secondary infection (40%) (Sachett et al., 2017), acute kidney 

failure (Alves et al., 2018) and spontaneous bleeding (15,3%) (S. S. de Oliveira 

et al., 2019).  

 

According to Brazilian and other official guidelines, clinical severity is 

used in order to define antivenom dosage (Brasil, 2019). Tissue injury after 

snakebites leads to the alteration of some blood parameters, such as fibrinogen, 

fibrin/fibrinogen degradation product (FDP), D-dimers, clotting time, kidney 

function markers, creatine phosphokinase (CK), C-reactive protein, and other 

markers that can be used to monitor the patient (Brasil, 2001). Recently, severe 

local complications were associated to chemokines MCP-1 (CCL-2) and IP-10 

CXCL-10 levels (Ibiapina et al., 2019). In the context of Bothrops envenomations, 

the search for new markers that are indicatative of both inflammatory and cell 

lysis is of great importance to accurately classify patients according to severity 

and thus provide better management.  
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Cell-free DNA (cfDNA) has been widely studied for diagnosis and 

prognosis (Aucamp et al., 2018). Increased levels of cfDNA reflect various clinical 

conditions, including cancer (Cheng et al., 2016; Jung et al., 2010; Lim et al., 

2015; Mader and Pantel, 2017; Schwarzenbach et al., 2011; Sorber et al., 2017), 

trauma (Gögenur et al., 2017; Lam et al., 2003; Ren et al., 2013), lupus 

(Atamaniuk et al., 2012; Hendy et al., 2016), sepse (Clementi et al., 2016; Hou et 

al., 2016), malaria (Franklin et al., 2011) and dengue (Phuong et al., 2019). To 

the best of our knowledge, the levels of these markers in snakebites have never 

been studied. Thus, the aim of this study was to investigate the potential of cfDNA 

as a biomarker of severity in Bothrops snakebites. 

 

2. Material and Methods 

 

2.1.  Study design and participants 

 

The study included patients who had been envenomed by Bothrops and 

were treated at the Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado 

(FMT-HVD). The Bothrops snakebite diagnosis was made based on clinical 

characteristics, further confirmed by identifying the snake brought to the hospital 

by the patient and/or by enzyme immunoassay. Patients were hospitalized and 

followed-up for seven days. Patients who arrived at the hospital more than 24 

hours after the bite had occurred, those who received antivenom in other health 
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units before admission to the FMT-HVD, pregnant women and patients with 

chronic diseases were not enrolled. 

 

Control samples were collected from 20 healthy subjects who had never 

suffered snakebites were selected as blood donors at the Fundação Hospitalar 

de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), the city’s blood 

bank. 

 

Demographic and clinical data were collected using a standardized 

questionnaire. Blood samples were collected by venipuncture on admission (D0 

– on admission; 24 hours post-admission – D1; 48 hours post-admission – D2; 

72 hours post-admission – D3; and 7 days post-admission – D7). 

 

2.2.  Definition of complications 

 

Patients were classified according to severity in accordance with the 

Brazilian Ministry of Health guidelines in which: i) Mild cases: patients with pain 

and/or edema and bruising at the site of the bite; Moderate cases: patients with 

more evident local manifestations, without necrosis and systemic signs, such as 

coagulopathy and bleeding without impairment of the general condition; and iii) 

Severe cases: patients with heavy bleeding, hypotension, shock and/or acute 

renal failure (Brasil, 2019). In this study, secondary infection was defined as the 

presence of abscess or cellulitis (Stevens et al., 2014, 2005) at the site of the bite 
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up to 7 days after admission (Sachett et al., 2017). The hemorrhages were 

spontaneous systemic bleeding (gingival bleeding, conjunctival hemorrhage, 

hemoptysis and hematuria) (Brasil, 2001). Acute renal failure was defined 

according to guidelines of the acute kidney injury network (AKIN), in which: Stage 

I – is defined as an increase in basal creatinine levels by 199% or >0.3 mg/dL; 

Stage II – is an increase of 200-299% ; and Stage III – is an increase of more 

than 300% in basal creatinine or serum creatinine levels above 4.0 mg/dL, with a 

sudden increase of at least 0.5 mg/dL (Kellum et al., 2012). All patients who 

developed this complication were followed up by the institution’s nephrologist. 

Numerical scale and classification with values from 1 to 10 were used to assess 

pain (Huskisson EC (1982), n.d.).  

 

2.3. Quantification of cfDNA in plasma 

 

The cfDNA was extracted using QIAamp DNA blood Mini Kit 

(Qiagen ®), following the manufacturer's instructions. The human Telomerase 

Reverse Transcriptase (hTERT) target was used to quantify cfDNA in plasma. 

Primers and probes with the following initiator and probe sequences were used: 

Primer Forward: 5 - GGC ACA CGT GGC TTT TCG-3; Primer Reverse: 5-GGT 

GAA CCT CGT AAG TTT ATG CAA-3; probe VIC5-TCA GGA CGT CGA GTG 

GAC ACG GTG-3 TAMRA, as previously described (Franklin et al., 2011; Sozzi 

et al., 2003). DNA quantification was performed by serial dilution in plasmids 
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containing the target region and included in three concentrations: 10², 104 e 106. 

The cfDNA was amplified in an Applied Biosystems 7500 Fast System®.  

 

2.4.  Statistical analysis  

 

Data normality was tested using the Shapiro-Wilk test and demonstrated 

a nonparametric distribution. In the comparison, the cfDNA between the pairs of 

patients and healthy controls, the Mann-Whitney test was performed for 

comparison of medians. The analysis of the receiver operating characteristics 

curve (ROC) was performed to evaluate the cfDNA and to confirm snakebite 

envenomation. Correlations between continuous variables were tested using 

Pearson’s correlation test. Statistical analyses were performed using GraphPad 

Prism software (version 6.0) and Stata (version 15.1). Differences in results were 

considered statistically significant when p<0.05. 

 

2.5.  Ethics statement 

 

This study was approved by the Research Ethics Committee of the 

Universidade do Estado do Amazonas (UEA), under approval number 3.456.147 

(2019). All participants signed an informed consent form. Treatment with 

antivenom followed the protocol of the Ministry of Health (Brasil, 2019). 
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3. Results  

 

Among 186 patients included, 84 had plasma samples available and, 

after the application of the aforementioned exclusion criteria, 76 patients were 

included in the study. A total of 8 individuals were excluded due to the presence 

of comorbidities and use of medications (Figure 1). All included patients had 

suffered an envenomation caused by a Bothrops sp. which was confirmed via 

enzyme immunoassay. 

 

Of the subjects included, 82.9% were male, 90.8% were from rural areas, 

and their mean age was 32.8 years. The lower limbs were most often affected 

(88.2%) and the time between the bite and care being given predominated 

between 0 – 6 hours (84.2%). Previous snakebites were reported by 17.1% of 

victims and the tourniquet was used by 22.4%. Adverse reaction occurred in 

16.0%, severe pain in 60.5% and mild edema in 48.7%. Snakebites were 

classified mainly as severe (39.5) (Table 1). 

 

The laboratory tests performed on admission (Table 2) showed that the 

levels of leukocytes, neutrophils, international normalized ratio (INR) and 

prothrombin time (PT) were above normal parameters. On the other hand, 

fibrinogen levels were considerably below the normal parameter, and in many of 

the patients levels were undetectable.  
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When compared to healthy donors [Median (IQR): 130.3 copies/µL (51.9 

- 1427)], patients showed statistically significant differences during follow-up: D0 

(admission) [1591 copies/µL (351.8 - 4114)], D1 [1173 copies/ µL (324.3 - 3284)], 

D2 [1051 copies /µL (211.6 - 2483)], D3 [931.4 copies / µL (365.6 - 2667) ] and 

D7 [911.8 copies /µL (213.4 - 3506)], with a p value <0.05 (Figure 2A). Plasma 

cell-free DNA in patients who suffered envenomation versus healthy donors 

(control) showed AUC of 0.722 (95% CI = 0.630 to 0.897; p = 0.003) (Figure 2B). 

With a cut-off point> 242.5 copies /µL, cfDNA had a sensitivity of 88.3% (95% CI 

= 77.4% - 95.2%) and a specificity of 63.2% (95% CI: 38, 4 - 83.71%) in the 

detection of snakebite poisoning. 

 

In the correlation analysis between cfDNA (copies/µL) and laboratory 

variables, we investigated the possible correlation with creatine phosphokinase, 

lactate dehydrogenase, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, 

creatinine, urea, edema, leukocytes, neutrophils, erythrocyte sedimentation rate, 

erythrocytes prothrombin time, international standardized ratio, fibrinogen and 

platelets. Among all evaluated parameters, a positive linear correlation was found 

with lactate dehydrogenase (LDH) (Pearson r = 0.227, p = 0.033) and platelet 

count (Pearson r = 0.372, p = 0.003), as shown in Figure 3. 

 

The levels of cfDNA were evaluated in relation to clinical parameters and 

expressed as medians and interquartile range. In the classification of the 

envenomation, the mild cases had a median of 1565 copies/µL (IQR: 249 - 3237), 

a moderate 1032 copies/µL (456.4 - 4015) and severe 2369 copies/µL (248 - 
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4526) (Figure 4A). In mild edema 1565 copies/µL (243.9 - 4056), moderate 1245 

copies/µL (444.7 - 3663) and intense 2647 copies/µL (720.3 - 10091) (Figure 4B). 

Normal bleeding time presented 1032 copies/µL (592.2 - 8688), and prolonged 

bleeding time 1591 copies/µL (273.2 - 4056) (Figure 4C). 

 

In the presence of secondary infection 2227 copies/µL (432.9 - 7223) and 

in the absence of secondary infection 1495 copies/µL (268.7 - 3994). In those 

who had hemorrhages 1495 copies/µL (253 - 5553) were observed and in the 

absence of this complication, 1660 copies/µL (385.4 - 4173). In acute renal 

insufficiency (ARI) 2208 copies/µL (92.3 - 6472) and in the absence of ARI,1591 

copies/µL (409.2 - 3624). In victims with mild pain, 289.7 copies/µL (139.3-1197), 

with moderate pain, 860.9 copies/µL (263.6 - 2535), and with intense pain 2581 

copies µL (450.6 - 6693). Significant statistical differences were found among 

patients who had mild and severe pain (p <0.05). 

 

Discussion 

 

This is the first study to investigate whether plasma levels of cfDNA can 

be used as a biomarker of severity in victims of Bothrops snakebites. Elevated 

plasma levels of these fragments are usually associated with various pathological 

processes (Schwarzenbach et al., 2011).  As a result, studies have been 

conducted to evaluate these fragments as being possible markers for prognosis 

and diagnosis of clinical conditions, such as cancer (Cheng et al., 2016; Jung et 

al., 2010; Lim et al., 2015; Mader and Pantel, 2017; Schwarzenbach et al., 2011; 
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Sorber et al., 2017), trauma (Gögenur et al., 2017; Lam et al., 2003; Ren et al., 

2013), inflammatory diseases (Atamaniuk et al., 2011; Hendy et al., 2016; Rykova 

et al., 2017) and infectious diseases (Clementi et al., 2016; Franklin et al., 2011; 

Phuong et al., 2019). 

 

In this study, we have shown that cfDNA levels were significantly elevated 

in snakebite cases when compared to healthy donors during the follow-up period. 

In addition, the analysis of the ROC curve for the prediction of envenomation 

demonstrated an AUROC of 0.722. On the other hand, we found no significant 

difference in cfDNA levels between patients who develop or do not develop 

complications. This suggests that cfDNA does not vary between patients with and 

without complications arising from the snakebite.  

 

Among the various known causes of cfDNA release are inflammation 

(Atamaniuk et al., 2011; Hendy et al., 2016; Rykova et al., 2017), infection 

(Clementi et al., 2016; Franklin et al., 2011; Phuong et al., 2019), oxidative stress 

(Ermakov et al., 2013) or causes arising from poor circulation, such as the release 

of neutrophil extracellular traps (NETs), which may be correlated with snakebites 

(Gould et al., 2015; Jackson Chornenki et al., 2019). Bothrops venom is able to 

induce the release of neutrophil extracellular traps (NETs) (Setubal et al., 2013) 

that occur through NETosis, a type of cell death in which active neutrophils 

release traps in response to inflammation, infection, or hypoxia (Gould et al., 

2015; Jackson Chornenki et al., 2019; Pokrywka et al., 2015). 
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As for the causes of DNA release in Bothrops envenomations, these 

remain unknown. The presence of these fragments in the body fluids constitutes 

an event which is not yet fully understood and, although apoptosis and necrosis 

are suspected to be the primary causes of the occurence (Diehl et al., 2008; Lin 

et al., 2017; Liu et al., 2019), it is suggested that several characteristics are 

involved in the release of cfDNA, and there may be the interaction of the release 

mechanisms, resulting in additional release (Aucamp et al., 2018).  

 

The venom of the genus Bothrops has two important classes of proteins, 

these being metalloproteinases and phospholipases. The former are able to 

destroy the basal membrane of blood vessels by hydrolysis of membrane 

components (Baldo et al., 2010; Escalante et al., 2011, 2006) and the latter, 

phospholipases, can destroy cell membranes by direct enzymatic action on 

membrane phospholipids (Dennis et al., 2011), leading to an increase in the 

concentration of calcium in the cytosol, causing damage and cell necrosis 

(Montecucco et al., 2008; Warrell, 2010) with the release of cellular components 

such as cfDNA (Schwarzenbach et al., 2011). This may be one of the causes of 

the release of cfDNA after envenomations. 

 

In the laboratory characterization, patients presented values of leukocytes, 

especially neutrophils, which were above normal parameters. This is because 

neutrophils rapidly migrate to tissues, and are considered the first line of defense 

of the organism (Kaplan and Radic, 2012; Nathan, 2006). In this acute local 

inflammatory response, there is an increase in vascular permeability and influx of 
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leukocytes, mainly neutrophils and macrophages, with parallel induction in the 

production of inflammatory mediators (Moreira et al., 2012). In addition, 

aggravation by the inflammatory response may occur, leading to severe local 

damage in these envenomations (Bonavita et al., 2006; Chacur et al., 2003; 

Mamede et al., 2016; Nascimento et al., 2010; Teixeira et al., 2005). 

 

Clinical parameters were evaluated and showed statistically significant 

differences in cfDNA levels between those who reported mild and severe pain. In 

these accidents pain and edema are the most evident clinical signs in response 

to acute local inflammatory reaction (Alves et al., 2018; Pardal et al., 2004). 

Tissue injury caused by toxins, along with these inflammatory events, activate 

pain pathways in peripheral sensory fibers through the activation of nociceptors 

that conduct information to the central nervous system regarding harmful stimuli 

(Cummins et al., 2007).  

 

In the correlation analysis of cfDNA and laboratory parameters, a positive 

linear correlation with LDH (Pearson r = 0.227, p = 0.033) was found. This 

enzyme presents elevated levels in response tissue injury, necrosis, hypoxia, 

hemolysis and myocardial infarction (Miao et al., 2013). In snakebites, its 

increase demonstrated a significant association (p <0.002) with the development 

of acute renal failure (Alves et al., 2018).  

 

In this study, a positive correlation of cfDNA and platelet count was found 

(Pearson r = 0.372, p = 0.003), suggesting that with increasing cfDNA levels this 
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marker also increases. On the other hand, in patients with P. vivax malaria 

(Pearson r = 0.6479, p = 0.0027), a correlation with platelet count was negative 

(Franklin et al., 2011), just as in patients with dengue (Spearman r = 0.46, p = 

0.0003) (Phuong et al., 2019) which indicates that with the increase in cfDNA, 

there is a decrease in platelet levels.  

 

 

Patients had prothrombin time (prolonged) and international normalized 

ratio (INR) above normal parameters, and considerably low fibrinogen levels. This 

is because in these envenomations, the most common hemostatic disorder is 

blood incoagulability (Bernal et al., 2019; Moreno et al., 2005; S. S. de Oliveira et 

al., 2019; Sachett et al., 2017) and, to verify systemic activity and monitor the 

reversal of coagulopathy, prothrombin time, activated thromboplastin partial time 

and fibrinogen can be evaluated (Brasil, 2009). Prolongation of prothrombin time 

was efficient in the identification of hypofibrinogenemia in patients bitten by 

another snake genus of the viperidae family (Pongpit et al., 2012). In addition, in 

patients affected by Bothrops, fibrinogen levels were significantly different in 

patients with non-coagulable blood (S. S. de Oliveira et al., 2019). However, there 

was no correlation between cfDNA and prothrombin time, INR and fibrinogen. In 

addition, there was no significant difference in cfDNA levels between patients with 

coagulable and incoagulable blood, or those who had or did not have bleeding.  

 

Plasma cfDNA levels in patients with secondary infections were compared 

to those who did not develop this complication, and this demonstrated that there 
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was no significant difference between these two groups. Secondary infection is 

the main local complication in snakebites (Alves et al., 2018; Bernal et al., 2019; 

Sachett et al., 2017; Souza, 2002) and the incidence of secondary infection was 

significantly associated with elevated levels of fibrinogen, alanine transaminase 

and C-reactive protein (Sachett et al., 2017). However, further studies are needed 

in the search for markers for this complication as a result of Bothrops snakebites.  

 

In other infections such as sepsis, cfDNA levels were significantly higher 

when compared to the healthy controls (Clementi et al., 2016; Hou et al., 2016; 

Jackson Chornenki et al., 2019). There were no differences between cfDNA 

levels in patients with Gram-positive or negative microorganisms and fungal 

infections (Clementi et al., 2016). In addition, higher levels in septic patients were 

associated with a negative result (Clementi et al., 2016; Hou et al., 2016). 

Similarly, in infectious diseases such as malaria (Franklin et al., 2011) and 

dengue (Phuong et al., 2019), sepsis levels were significantly higher in subjects 

affected by either disease. CfDNA levels were measured in conjunction with 

markers of NETosis in sepsis and trauma, and the results showed that the source 

and mechanisms of release differ between the two diseases. This suggests that, 

due to sepsis, cfDNA is released mainly by NETosis-activated neutrophils 

(Jackson Chornenki et al., 2019). 

 

In this study, cfDNA levels in patients with acute renal failure were higher 

compared to those who did not have this complication, though there were no 

statistical differences. Acute renal failure is an important systemic complication in 
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Bothrops envenomations (Albuquerque et al., 2014; Alves et al., 2018; Bernal et 

al., 2019; Otero et al., 2002; Souza, 2002). The components of the poison have 

direct renal action and cause structural changes in nephrons (Castro et al., 2004; 

Chippaux, 1998; Sousa et al., 2013) and renal physiology (Barbosa et al., 2002; 

Júnior et al., 2019); acute tubular necrosis is the most common cause of kidney 

injury as a result of a snake bite (Sitprija, 2006). In patients undergoing cardiac 

surgery, in which cardiopulmonary by-pass is used, cfDNA presented significantly 

increased levels in those who developed acute kidney injury (AKI) (>24 hours) 

(Merkle et al., 2019). On the other hand, in a similar study, nuclear and 

mitochondrial cfDNA levels showed no differences when compared to individuals 

who did not develop kidney injury (Whitaker et al., 2015). 

 

One limitation of the study was the small sample number in the groups of 

patients who suffered complications, and this was due to the short time period 

involved. In addition, no dosage of other substances, such as cytokines, as well 

as NETosis markers was performed to help elucidate the causes of cfDNA 

release in these cases. However, since this is the first study to evaluate cfDNA 

plasma levels in snakebites, the data is considered to be of great importance, 

and it is hoped that it will contribute to the beginning of a better understanding of 

the role of cfDNA in these envenomations. 

 

5. Conclusion 

In conclusion, the results of this study showed that patients had elevated values 

of leukocytes, neutrophils, international normalized ratio (INR) and prothrombin 
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time (PT). On the other hand, fibrinogen levels decreased considerably, and in 

many of the patients levels were undetectable. Among all of the laboratory 

parameters evaluated, a significant positive correlation was found between the 

levels of cfDNA with platelets and LDL. As for the different levels of severity of 

patients bitten by a Bothrops, the levels of cfDNA showed no statistically 

significant differences. On the other hand, levels were significantly higher in 

Bothrops victims than in the healthy controls. Thus, further studies should be 

carried out so that, in the future, cfDNA can be used to confirm the diagnosis of 

envenomation by Bothrops. In addition, due to the scarcity of studies involving 

cfDNA in snake envenomations, additional information on the role of cfDNA in the 

pathogenesis of the snakebite envenomations is needed. 
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Figure 1 - Flowchart of inclusion of patients treated at FMT-HVD after Bothrops 

snakebite. 

Database patients with available 
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Table 1 – Sociodemographic and clinical characteristics of patients after 

Bothrops snakebite treated at FMT-HVD. 

Characteristics Number % 

Sex   

    Male 63 82.9 

    Female 13 17.1 

Age group in years   

    0 – 20 24 31.6 

    21 – 40 26  34.2 

    41 – 60 22 28.9 

    > 60 4 5.3 

Area of occurrence   

    Rural  69  90.8 

    Urban 7 9.2 

Anatomical region of the injury   

    Upper limbs 9 11.8 

    Lower limbs 67 88.2 

Time to medical assistance 

(hours) 
 

 

    0 – 6 64 84.2 

    6 – 12 5 6.6 

    >12 7 9.2 

Previous snakebite   
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    Yes 13 17.1 

    No 63 82.9 

Used tourniquets   

    Yes 17 22.4 

    No 59 77.6 

Adverse reaction to serum   

    Yes 12 16.0 

    No 57 76.0 

    Uninformed 6 8.0 

Pain   

   Mild 11 14.5 

   Moderate 19 25.0 

   Severe 46 60.5 

Swelling   

   Mild 37 48.7 

   Moderate 32 42.1 

   Severe 7 9.2 

Accident classification   

    Mild 22 28.9 

    Moderate 24 31.6 

    Severe 30 39.5 
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Table 2 – Laboratory parameters of victims of Bothrops snakebites on admission. 

Laboratory parameter Median (IQR) 

Creatine phosphokinase (IU/L) 178.5 (122.5 - 273.0) 

Lactate dehydrogenase (IU/L) 406.5 (348.8 - 495.3) 

Alanine Transaminase (IU/L) 19.50 (15.0 – 26.75) 

Aspartate Transaminase (IU/L) 30.0 (22.0 – 35.75) 

Creatinine (mg/L) 0.9 (0.8 - 1.1) 

Urea (mg/L) 33.00 (28.25 - 37.75) 

Edema (%) 8.69 (4.08 - 15.51) 

Leukocytes (x103/µL) 11.18 (8.27 - 14.89) 

Neutrophils (%) 73.50 (63.25 - 79.00) 

Erythrocyte sedimentation rate (mm/h) 10.00 (5.00 - 15.75) 

Prothrombin time (seconds) 16.80 (14.58 - 20.23) 

International normalized ratio 1.30 (1.12 - 1.62) 

Fibrinogen (mg/dL) 0.00 (0.00 - 97.50) 

Platelets (x103/µL) 250.0 (214.0 - 284.8) 

 

Reference: Creatine phosphokinase: 24–190 IU/L; Lactate dehydrogenase: 

211–423 IU/L; Aspartate transaminase: 2–38 IU/L; Alanine transaminase: 2–44 

UI/L; Creatinine: 0.5–1.2 mg/dL for adults and 0.3–1.0 mg/dL for children; Urea: 

10–45 mg/dL; Leukocytes: 4.000–10.000/mm3; Neutrophils: 40–70%; 

Erythrocyte sedimentation rate: <10 mm/hour; Prothrombin time: 10–14 seconds; 

International normalization ratio: 0.8–1.1; Fibrinogen: 200–400 mg/dL; Platelets: 

130,000–400.000/mm3 
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Figure 2 - Parallel of cfDNA plasma levels from snakebite patients vs 

healthy donors. A) Comparison of cfDNA levels from healthy donors (HD) and 

Bothrops patients collected at days 0 (D0 - admission), (D1), 2 (D2), 3 (D3) and 

7 (D7). Results are expressed as medians and interquartile ranges, which 

*p<0.05 comparing patients vs HD (Mann-Whitney test). B) Receiver operating 

characteristics (ROC) curve depicting the discriminatory performance of the 

cfDNA levels obtained from patients on admission vs HD (AUROC=0.722; 95% 

CI= 0.630 to 0.897; p=0.003). AUROC, area under ROC curve.  
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Figure 3. Association of cfDNA and laboratory parameters. Pearson’s 

correlation (r) was used to identify significant associations (*p<0.05) between 

cfDNA plasma levels and laboratory parameters obtained on D1: A) creatine 

phosphokinase, B) lactate dehydrogenase, C) alanine transferase, D) aspartate 
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transferase, E) creatinine, F) urea, G) edema, H) leukocytes, I) neutrophils, J) 

erythrocyte sedimentation rate, K) prothrombin time, L) international normalized 

ratio, M) fibrinogen and N) platelets.  
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Figure 4 – Comparison between cfDNA levels and clinical complications. 

Bothrops snakebite patients were grouped concerning clinical 
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were evaluated in eache manifestation and its severity: A) accident classification, 

B) edema, C) clotting time, D) secondary infection, E) hemorrhage, F) Acute renal 

failure (ARF) and G) pain. Results are expressed as medians and interquartile 

ranges, which *p<0.05 comparing severity (Mann-Whitney test). 
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4 RESULTADOS COMPLEMENTARES 

 

Nas análises realizadas anteriormente, as complicações foram 

consideradas separadamente, sem indivíduos com complicações simultâneas no 

grupo de cada complicação. Com isso os resultados demonstraram diferenças 

estatísticas apenas com o grupo controle, sem diferenças entre os pacientes com 

e sem complicações, semelhante ao que foi encontrado nas análises 

apresentadas anteriormente.  

 

Na admissão, quando comparados com controles saudáveis [Median: 

130,3 - cópias / µL (IQR: 51,9 - 1427)], e os indivíduos que desenvolveram uma 

infecção secundária tiveram uma mediana de cfDNA de 2431 cópias / µL (IQR: 

353.1 - 15773) ( Figura 8A) e um valor de p <0,001, em hemorragias de 1458 

cópias / µL (IQR: 265,4 - 6961) com p = 0,075 (Figura 8B), nos casos de LRA de 

4409 cópias / µL (IQR: 1142 - 72319) (p <0,05) (Figura 8C) e em indivíduos com 

complicações concomitantes de 3274 cópias / µL (IQR: 1488 - 10631) e p <0,05.  
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Figura 8 – CfDNA levels according to complications in Bothrops snakebite accident 
patients in the Brazilian Amazon. A) cfDNA levels in secondary infection due to the 
accident; B) In hemorrhage; C) in those who developed acute renal failure.  All values of 
samples obtained before antivenom serotherapy. Control values represented as HD 
(healthy donors). Values expressed in copies / µL; (*) represents a value of p <0.05 and 
(**) p <0.005. Values based on the Mann-Whitney test. 
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5 LIMITAÇÕES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS  

 

Uma limitação do estudo foi o pequeno número amostral nos grupos de 

pacientes que sofreram complicações, devido ao curto período de tempo da 

pesquisa para novas coletas. Além disso, nenhuma dosagem de outras 

substâncias, como citocinas, bem como marcadores NETosis, foi realizada para 

ajudar a elucidar as causas da liberação do cfDNA nesses pacientes. No entanto, 

como este é o primeiro estudo a avaliar os níveis plasmáticos de cfDNA em 

acidentes ofídicos, os dados são considerados de grande importância e espera-

se que contribuam para o início de um melhor entendimento do papel do cfDNA 

nesses acidentes. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste estudo demonstraram que entre as características 

gerais dos pacientes, grande parte dos acometidos eram pertencentes ao sexo 

masculino, com idade média de 32,8 anos, provenientes de áreas rurais, com 

tempo entre a picada e atendimento, principalmente, de 0 – 6 horas e 

classificados, na sua maioria, em envenenamentos graves.  

 

Na caracterização laboratorial, os pacientes presentaram valores 

elevados de leucócitos, neutrófilos, razão normalizada internacional (INR) e 

tempo de protrombina (TP). Por outro lado, os níveis de fibrinogênio diminuíram 

consideravelmente e em muitos pacientes os níveis eram indetectáveis. Entre 

todos os parâmetros laboratoriais avaliados, foi encontrada uma correlação 

positiva significativa entre os níveis de cfDNA com plaquetas e LDL.  

 

Quanto aos diferentes níveis de gravidade dos pacientes acidentados por 

Bothrops, os níveis de cfDNA não apresentaram diferenças estatisticamente 

significantes. Por outro lado, os níveis foram significativamente mais altos nas 

vítimas de Bothrops do que nos controles saudáveis. Assim, novos estudos 

devem ser realizados para que, no futuro, o cfDNA possa ser utilizado para 

detecção do envenenamento por Bothrops. Além disso, devido à escassez de 

estudos envolvendo cfDNA em envenenamentos por serpentes, são necessárias 

informações adicionais sobre o papel do cfDNA na patogênese dos 

envenenamentos por acidentes ofídicos.  
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8 ANEXOS E APÊNDICES 

 

 Anexo I – Parecer Comitê de Ética da Universidade do Estado do Amazonas  
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Anexo II – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação de Medicina 

Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado 
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Anexo III – Notificação para utilização de dados 
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Apêndice A – Pop de realização da extração de DNA 
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Apêndice B – Pop de realização da PCR em tempo real  
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