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Apresentação 

 
A biotecnologia pode ser definida como uma ciência que utiliza sistemas 

biológicos e/ou organismos vivos em aplicações tecnológicas visando desenvolver 
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicações mais importantes 
estão relacionadas com a área agrária e ambiental, saúde e ciência dos alimentos. 

A Coletânea “Biotecnologia: Aplicação tecnológica nas ciências agrárias e 
ambientais, ciência dos alimentos e saúde” é um livro que aborda o conhecimento 
científico através de 16 artigos divididos em três grandes áreas: Agrárias e 
Ambientais, Ciência dos Alimentos e Saúde.  

A área “Agrárias e Ambientais”, é apresentada através de seis artigos que 
tratam sobre temas de imensa importância como avaliação da qualidade da água, 
germinação de plantas, fitotoxicidade de antibióticos, produção de biomassa e 
prospecção de genes.  

A área de “Ciência dos Alimentos”, é composta por cinco artigos que abordam 
temas referentes a aplicação de bactérias na produção de alimentos, estabilidade 
de compostos antimicrobianos, produção de corantes naturais, produção de 
hidrolisados proteicos e produção de lacases.  

A área de “Saúde”, aborda diante da publicação de cinco artigos, temas 
relevantes sobre método de determinação da int-cfDNA, eficácia de vacina para a 
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas 
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condições de 
estresse térmico e oxidativo em condições de estresse in vitro. 

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento teórico e 
metodológico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a 
biotecnologia aplicada nas áreas descritas. Por fim, desejamos a todos 
uma excelente leitura e ótimas descobertas! 

 

 
Vanessa Bordin Viera  

 Natiéli Piovesan 
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AVALIAÇÃO DA INTEGRIDADE DO cfDNA ATRAVÉS DE qPCR COM OS PRIMERS 
L1PA2 

 
 

Alessandra Koehler 
Universidade de Santa Cruz do Sul 
Santa Cruz do Sul – RS 
Danieli Rosane Dallemole 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
Porto Alegre – RS 
Alexandre Rieger 
Universidade de Santa Cruz do Sul 
Santa Cruz do Sul – RS 
 
 
RESUMO: A presença de DNA livre de células (cfDNA) no plasma foi constatada em 
1948, desde então, explora-se a sua utilização como um biomarcador de processos 
patológicos, pois o cfDNA origina-se, principalmente, da apoptose, gerando 
fragmentos curtos, ou da necrose, gerando fragmentos longos. A diferença nos 
tamanhos de fragmentos pode ser utilizada para avaliar a integridade do cfDNA (int-
cfDNA). Dessa forma, o objetivo do trabalho foi desenvolver um método de 
determinação da int-cfDNA em amostras de 14 indivíduos saudáveis, através de 
qPCR utilizando os primers L1PA2. Duas etapas de centrifugação foram executadas 
para obtenção do plasma, do qual isolou-se o cfDNA com um método de colunas. O 
cfDNA isolado foi submetido à qPCR utilizando-se dois conjuntos de primers L1PA2, 
um para fragmentos curtos de 90pb e outro para fragmentos longos de 222pb. Para 
a quantificação foram feitas duas curvas padrão a partir de um pool de cfDNA de 10 
amostras de indivíduos normais. A eficiência da curva de L1PA2 90pb foi de 100%, 
com coeficiente de determinação (r²) de 0,98 e para L1PA2 222pb foi de 99%, com 
r²=0,97. A int-cfDNA média foi de 0,64±0,28; IC95%(0,45-0,83). Os resultados 
apontam que a qPCR com os primers L1PA2 pode ser utilizada na investigação de 
estados patológicos relacionadas com morte celular. No entanto, é necessário 
explorar a relação da integridade com os processos de origem desses fragmentos 
para determinar os limites entre o estado normal e alterado, e com isso validar a 
metodologia de biópsia líquida para o diagnóstico e prognóstico em situações 
patológicas. 
PALAVRAS-CHAVE: cfDNA, integridade do cfDNA, biópsia líquida, qPCR. 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
 

O DNA circulante livre de células (cfDNA) foi descoberto em 1948 por Mandel 
e Métais, que o detectaram no plasma humano tanto em indivíduos saudáveis como 
em pacientes (THIERRY et al., 2016). Em 1966, foi demonstrada a presença de 
cfDNA no plasma e soro sanguíneos de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico. 
Esse DNA também foi encontrado em outras doenças relacionadas com danificação 
de tecidos, como hepatite, carcinoma metastático e tuberculose miliar. Assim, os 
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autores especularam que o cfDNA poderia ter origem em células de tecidos que 
sofrem destruição (TAN et al., 1966).  

Já em 1977, foi evidenciada a presença de níveis elevados de cfDNA no soro, 
comparado com os níveis em indivíduos saudáveis, em pacientes que apresentavam 
diversos tipos de câncer (LEON et al., 1977). Todos os pacientes que apresentaram 
altos valores de DNA circulante possuíam câncer metastático. Além disso, em todos 
os indivíduos que tiveram bons resultados com o tratamento de radioterapia, a 
quantidade de cfDNA no soro decresceu. Esse foi o primeiro trabalho que 
demonstrou a possível aplicação do cfDNA como biomarcador em doenças humanas.  
 Posteriormente, inúmeros trabalhos investigaram a utilização do cfDNA em 
diversas situações: diagnóstico pré-natal, infecções virais e bacterianas, fisiologia do 
exercício, rejeição tecidual, fator prognóstico em casos de AVC, entre outras (TYNAN 
et al., 2011; OUTINEN et al., 2012; HUTTUNEN et al., 2011; HA et al., 2011; 
BREITBACH et al., 2012; VLAMINCK et al., 2014; BUSTAMANTE et al., 2016). Apesar 
disso, o seu uso em estudos acerca de diferentes tipos de câncer sempre foi 
prevalente. Mais recentemente, foram feitos muitos avanços nas pesquisas acerca 
das possíveis aplicações do cfDNA. Atualmente, diversos trabalhos exploram o 
potencial de detectar mutações no DNA circulante que são provenientes do tumor, 
aumentando seu poder diagnóstico e prognóstico (SUHAIMI et al., 2015; PESTRIN et 
al., 2015; (THIERRY et al., 2014).  

A partir dessas aplicações, surgiu o termo “biópsia líquida”, ou seja, é possível 
avaliar mutações associadas a tumores apenas com uma coleta de sangue, sem ser 
necessária uma biópsia tecidual (CROWLEY et al., 2013). Esse conceito já existe 
desde 1994, pela realização de um trabalho que encontrou mutações específicas de 
células tumorais no cfDNA. Entretanto, o termo passou a ser utilizado apenas mais 
recentemente, com o avanço das pesquisas acerca dessa aplicação. 

Apesar de ser muito estudado, ainda não há um consenso sobre a origem do 
cfDNA. Existem muitos trabalhos avaliando suas aplicações, entretanto poucos 
estudos possuem como foco as suas propriedades biológicas. Algumas 
possibilidades são sua liberação passiva na morte celular, seja por apoptose ou 
necrose, ou sua liberação ativa realizada pelas células (Figura 1). Na morte celular, 
a hipótese é que esses fragmentos seriam liberados quando uma nuclease quebra 
o DNA genômico. Há um consenso de que fragmentos possivelmente liberados por 
apoptose são menores que 200 pb, enquanto os liberados por outros processos de 
morte celular, como a necrose em situações patológicas, são maiores que 250 pb 
(JIANG, LO, 2016; MA et al., 2017). 
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Figura 1 - Origem dos fragmentos de cfDNA (adaptado de Thierry et al., 2016) 

 
Recentemente, foi demonstrado que o cfDNA liberado por cultura celular, 

pode apresentar fragmentos de aproximadamente 2000 pb (BRONKHORST et al., 
2016). Comparando com outros trabalhos, esse tamanho não se relaciona com 
apoptose ou necrose. Assim, os autores sugeriram que esses fragmentos de cfDNA 
estavam sendo liberados ativamente pelas células, possivelmente associado a um 
complexo proteico. Alguns outros trabalhos já exploraram também a liberação ativa 
do cfDNA por meio de microvesículas ou exossomos (THIERRY et al., 2016). 

Apesar destas evidências de diferentes origens do cfDNA, a hipótese de sua 
liberação a partir de células apoptóticas ou necróticas e a diferença de tamanho 
entre os fragmentos traz a possibilidade verificar sua integridade. A aplicação prática 
disso é o fato de que, em situações patológicas, assume-se que a necrose está mais 
presente que a apoptose. Assim, espera-se que nestes casos a integridade do cfDNA 
seja maior, ou seja, predominem fragmentos longos. Esse método é muito promissor 
em casos de câncer, para diferenciar tumores benignos e malignos, avaliar o 
prognóstico e acompanhar a resposta ao tratamento. Além disso, também é utilizado 
em outras situações patológicas e em diagnóstico pré-natal (YU, GU, JU, 2014). 

Um dos primeiros trabalhos a avaliar a integridade do cfDNA utilizou pacientes 
com câncer ginecológico e de mama (WANG et al., 2003). Neste trabalho, encontrou-
se que o índice de integridade do cfDNA dos pacientes com câncer foi 
significativamente maior que aquele calculado para o grupo controle, sugerindo que 
uma integridade maior está relacionada com essa situação patológica. A 
amplificação de dois tamanhos diferentes da sequência repetitiva ALU, um de 115 
pb e outro de 247 pb utilizando qPCR também foi utilizada para calcular a integridade 
do cfDNA em pacientes de câncer de colorretal (UMETANI et al., 2006). Neste 
trabalho, novamente foi calculada uma integridade significativamente maior nos 



 
161 

 

pacientes com câncer. 
Posteriormente, diversos outros trabalhos utilizaram uma metodologia 

semelhante, com os mesmos primers citados acima, para avaliar a integridade do 
cfDNA em diversos tipos de situações patológicas com malignidade: câncer de 
próstata, câncer colorretal, câncer de mama, carcinoma hepatocelular e efusão 
pleural maligna (FENG et al., 2013; DELGADO et al., 2013; FAWZY et al., 2016; HAO 
et al., 2014; IQBAL et al., 2015; HUANG et al., 2016; SRIRAM et al., 2012). Em todos 
estes trabalhos, verificou-se que a integridade do cfDNA, isoladamente ou em 
conjunto com outras análises, possui potencial para ser uma ferramenta de 
diagnóstico e prognóstico em diferentes condições patológicas. 

Apesar de diversos trabalhos recentes terem encontrado uma integridade 
maior do cfDNA em amostras de pacientes com câncer, há algumas controvérsias 
em relação à essa técnica. Elas se devem principalmente à falta de uma 
padronização no processamento inicial das amostras, seja na coleta ou no 
isolamento do cfDNA. Isso leva a resultados contraditórios, prejudicando o valor 
diagnóstico e prognóstico da técnica. De fato, uma revisão publicada em 2016 
evidenciou que alguns trabalhos encontraram que o cfDNA derivado de tumores é 
altamente fragmentado, composto por fragmentos menores que 145 pb. O padrão 
de fragmentação do cfDNA pode ser uma espécie de “assinatura” que indica o tecido 
de origem desse DNA circulante. Essa fragmentação também indica que ocorreu 
degradação do cfDNA após sua liberação, uma vez que espera-se que, quando 
liberado por necrose, seu tamanho seja maior do que quando originado por apoptose 
(THIERRY et al., 2016).  

Ainda que os dados encontrados na literatura sejam contraditórios, é 
importante desenvolver trabalhos que avaliem a integridade do cfDNA, a fim de 
elucidar melhor sua estrutura, auxiliando a esclarecer suas origens biológicas e a 
aprimorar seu potencial diagnóstico e prognóstico. Nesse sentido, é importante a 
utilização de técnicas eficientes que permitam essa avaliação. Além dos primers para 
sequências ALU citados acima, outros também podem ser utilizados para quantificar 
e avaliar a integridade do cfDNA, entre eles os desenvolvidos por Breitbach et al. 
(2014). Estes primers, nomeados L1PA2, amplificam as sequências com o mesmo 
nome, que são uma subfamília de sequências repetitivas LINE-1 (Long Interspersed 
Nuclear Elements). Um dos pares amplifica fragmentos de 90 pb, enquanto o outro 
amplifica fragmentos de 222 pb. Ambos os pares apresentaram uma boa eficiência 
na qPCR, entretanto, foram utilizados apenas para quantificação. Portanto, no 
presente estudo, o objetivo foi testar um método de avaliação da integridade do 
cfDNA utilizando estes pares de primers, para um possível uso posterior em biópsias 
líquidas. 
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2. METODOLOGIA 
 

2.1. Amostras, coleta do sangue e separação do plasma 
 
As amostras utilizadas no estudo foram provenientes de 14 voluntários 

saudáveis. O sangue foi coletado por punção venosa em tubos contendo EDTA. Após, 
obteve-se o plasma por duas etapas sucessivas de centrifugação. A primeira foi 
realizada em até 2 horas após a coleta, a 1.500g por 15 minutos. A segunda foi 
realizada a 15.000g por 15 minutos. O sobrenadante das amostras foi transferido 
para microtubos e armazenado a -20°C até ser realizada a extração do cfDNA. 
 
 
2.2. Extração e quantificação do cfDNA 
 

A extração do cfDNA foi realizada a partir de 200 µL de amostra de plasma. 
Para isso, utilizou-se o QIAamp DNA Blood Mini Kit (©Qiagen) seguindo as instruções 
do fabricante, apenas sendo modificada a etapa final (eluição com 50 µL de tampão 
TE). O cfDNA extraído foi quantificado no fluorímetro Qubit® 3.0 (Thermo Fisher 
Scientific©), cujo resultado foi expresso em ng/mL. Após, as amostras foram 
armazenadas a -20°C até a realização da qPCR. 
 
 
2.3. PCR em tempo real (qPCR) 
 

A qPCR foi realizada com os seguintes pares de primers: L1PA2 90 pb senso 
5’-TGCCGCAATAAACATACGTG-3’ e  antisenso 5’- GACCCAGCCATCCCATTAC-3’; L1PA2 
222 pb senso 5’- TGCCGCAATAAACATACGTG-3’ e antisenso 5’- 
AACAACAGGTGCTGGAGAGG-3’ (BREITBACH et al., 2014). 

Todas as reações foram realizadas no equipamento DTprime (DT-96) Real-
Time Detection Thermal Cycler (DNA-Technology©). Em cada reação, foram 
adicionados 10 µL de PowerUp SYBR Green Master Mix (2X) (Aplied Biosystems®), 
0,3 µM do primer senso, 0,3 µM do primer antisenso e 5 µL de amostra de cfDNA, 
completando com água ultrapura até volume final de 20 µL. As condições de 
amplificação foram as seguintes: um ciclo a 50°C por 2 minutos, seguido de um ciclo 
a 95°C por 2 minutos; 40 ciclos a 95°C por 15 segundos com duas etapas 
sucessivas de 60°C por 30 segundos cada. A curva de dissociação para a 
confirmação da amplificação seguiu 100 ciclos com variação de 0,5ºC de 
temperatura por ciclo de 15 segundos no intervalo de 90°C a 40°C.  

Os resultados da amplificação também foram confirmados por eletroforese 
em gel de agarose 2% com brometo de etídio, visualizado em transiluminador. 
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2.4. Curva de quantificação e eficiência da qPCR 
 

Para a quantificação das sequências L1PA2 curtas e longas e posterior 
cálculo do índice de integridade, foram feitas duas curvas padrão, cada uma para 
um tamanho de sequência. As curvas foram realizadas com diluição seriada de 1, 
1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 e 1/64 a partir de um pool de cfDNA feito com 10 
amostras de indivíduos saudáveis. Assim, considerou-se que o pool de amostras não 
diluído representava 100%, enquanto o diluído a 1/2 representava 50% e assim 
sucessivamente  

As curvas de eficiência da reação de qPCR foram feitas com o software Real 
Time_PCR v7.7 (http://www.dna-technology.ru/eng/support/), considerando o Ct 
(threshold cycle) e o logaritmo na base 10 da concentração das sequências L1PA2 
90 pb e 222 pb presentes no pool de amostras.  
 
 
2.5. Cálculo do índice de integridade do cfDNA 
 

O índice de integridade do cfDNA (int-cfDNA) é calculado pela razão entre a 
concentração de fragmentos de cfDNA longos e curtos (UMETANI et al., 2006). No 
presente trabalho, isso foi obtido pela razão entre a concentração dos amplicons das 
sequências L1PA2 222 pb e L1PA2 90 pb, sendo utilizado o software GraphPad 
Prism 6 (©GraphPad Software). 
 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A quantificação do cfDNA foi realizada por meio de fluorimetria, método mais 

adequado para pequenas quantidades de DNA, que é o caso do DNA circulante livre 
de células. O resultado das quantificações foi em média 2,26±0,22 ng/µL, variando 
de um mínimo de 1,92 até 2,56 ng/µL, valores que são esperados em relação ao 
cfDNA. Entretanto, isso pode variar consideravelmente dependendo do método de 
isolamento utilizado e também do método de quantificação (BRONKHORST et al., 
2015). No caso deste estudo, utilizou-se um kit comercial baseado em colunas, o 
que sabidamente reduz o rendimento de cfDNA isolado. Entretanto, este é o método 
de extração mais utilizado nesse tipo de trabalho. 

Em relação à eficiência da qPCR, os valores obtidos estão de acordo com as 
diretrizes do MIQE (Minimun Infomation for Publication of Quantitative Real-Time PCR 
Experiments) (BUSTIN et al., 2009). Para L1PA2 90 pb, a eficiência da qPCR foi 
calculada em 100%, com coeficiente de determinação (r²) de 0,9808 (Figura 2). Já 
para L1PA2 222 pb, a eficiência calculada foi de 99%, com r² igual a 0,9739 (Figura 
3). De acordo com as orientações acima citadas, a eficiência da qPCR deve ser 
determinada por meio de curvas de calibração, pois isso garante a sensibilidade 
analítica e a robustez do ensaio. 
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Figura 2 – Curva de eficiência de L1PA2 90 pb 

 
Figura 3 – Curva de eficiência de L1PA2 222 pb 

 
A int-cfDNA calculada teve uma média de 0,64±0,28; IC95%(0,45-0,83). Esse 

valor está de acordo com aquele encontrado para o grupo controle em outros 
trabalhos que utilizaram método semelhante para cálculo da integridade (TUG et al., 
2014; BREITBACH et al., 2014). Entretanto, esses valores podem apresentar grande 
variação dependendo da forma de coleta, do método de isolamento, dos primers e 
do cálculo utilizados. De fato, o índice de integridade varia entre diferentes tipos de 
câncer e até mesmo entre diferentes indivíduos (YU, GU, JU, 2014; THIERRY et al., 
2016).  

A Figura 4 mostra as curvas de melting geradas a partir da amplificação das 
amostras das curvas padrão, evidenciando que os fragmentos de 90 pb e 222 pb 
possuem diferentes temperaturas de melting (Tm). Para 90 pb, a Tm média foi de 
74,1±0,2°C. Para 222 pb, a Tm média foi de 76,6±0,3°C. 
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Figura 4 - Curvas de melting dos fragmentos curtos (vermelho) e longos (verde) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Como diferencial da técnica utilizada no presente trabalho, pode-se citar a 

preparação de um pool de cfDNA dos controles para realizar a quantificação das 
sequências L1PA2 curtas e longas e posterior cálculo de integridade. Em outros 
estudos, isso foi feito por meio de diluições seriadas de apenas uma amostra de 
controle (UMETANI et al., 2006) ou por meio de curva padrão externa obtida 
comercialmente (FATOUROS et al., 2010; FAWZY et al., 2016). No estudo de 
Szpechcinski et al. (2016) foi realizado um pool de amostras de linfócitos obtidas de 
doadores saudáveis. Entretanto, no presente trabalho, esse pool foi feito com 
amostras de cfDNA extraídas dos indivíduos controle. A vantagem é que isso reduz 
as variações intrínsecas da técnica, pois todas as amostras estão submetidas às 
mesmas condições de extração e reação de qPCR. 

Porém, a realização dessa técnica apresenta limitações. Entre elas pode-se 
citar a influência do processamento inicial das amostras nos resultados finais 
obtidos. Além disso, a ausência de uma padronização nos métodos utilizados para o 
cálculo da integridade em trabalhos diferentes dificulta a avaliação dos valores 
encontrados. Assim, coloca-se como perspectiva futura realizar um estudo incluindo 
amostras de pacientes oncológicos, para verificar qual será o valor de integridade 
encontrado e compará-lo com os controles. Isso auxiliará na maior validação da 
técnica e, através de padronizações futuras, permitirá que seja utilizada como 
ferramenta de diagnóstico e prognóstico através das biópsias líquidas. 
 
 
4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Diante dos resultados obtidos percebe-se que a técnica pode ser aplicada 
para determinar a integridade do cfDNA, sendo essa uma importante ferramenta de 
triagem nos casos com suspeita de processos oncológicos, podendo ser incluída em 
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exames de rotina. No entanto, apenas o resultado da integridade não é capaz de 
predizer se há ou não a proliferação tumoral, pois outros estados fisiológicos e 
patológicos podem promover a morte celular por necrose e alterar esse resultado.  

Além disso, é necessário explorar a relação entre esses processos 
oncológicos, a fim de determinar um limite entre estado normal e alterado, uma vez 
que vários estudos apontam que em indivíduos saudáveis o valor da int-cfDNA é mais 
baixo do que em doentes, mas não há um consenso desses valores. Outra etapa 
importante para fazer do cfDNA um biomarcador, é padronizar todas as etapas de 
obtenção do plasma, extração e amplificação do cfDNA, pois a fonte de variação de 
valores entre os estudos pode ser devido as etapas de preparação o que afeta a 
reprodutibilidade do teste. 
 
 
REFERÊNCIAS 
 
BREITBACH, S. et al. Direct measurement of cell-free DNA from serially collected 
capillary plasma during incremental exercise. Journal of Applied Physiology, v. 117, 
n. 2, p. 119-130, 2014. 
 
BREITBACH, S. et al. Direct measurement of cell-free DNA from serially collected 
capillary plasma during incremental exercise. Journal of applied physiology 
(Bethesda, Md. : 1985), v. 117, n. 2, p. 119–30, 2014.  
 
BRONKHORST, A. J. et al. Characterization of the cell-free DNA released by cultured 
cancer cells. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research, v. 1863, n. 1, 
p. 157–165, 2016.  
 
BUSTAMANTE, A. et al. Circulating cell-free DNA is a predictor of short-term 
neurological outcome in stroke patients treated with intravenous thrombolysis. 
Journal of Circulating Biomarkers, v. 3, p.1849454416668791, 2016. 
 
CROWLEY, E. et al. Liquid biopsy: monitoring cancer-genetics in the blood. Nature 
reviews. Clinical oncology, v. 10, n. 8, p. 472–84, 2013.  
 
DE VLAMINCK, I. et al. Circulating cell-free DNA enables noninvasive diagnosis of 
heart transplant rejection. Science Translational Medicine, v. 6, n. 241, p. 241ra77-
241ra77, 2014. 
 
DELGADO, P. O. et al. Characterization of cell-free circulating DNA in plasma in 
patients with prostate cancer. Tumor Biology, v. 34, n. 2, p. 983-986, 2013. 
 
FAWZY, A. et al. Quantitative analysis of plasma cell-free DNA and its DNA integrity 
in patients with metastatic prostate cancer using ALU sequence. Journal of the 
Egyptian National Cancer Institute, v. 28, n. 4, p. 235-242, 2016. 



 
167 

 

FENG, J. et al. Plasma cell-free DNA and its DNA integrity as biomarker to distinguish 
prostate cancer from benign prostatic hyperplasia in patients with increased serum 
prostate-specific antigen. International Urology and Nephrology, v. 45, n. 4, p. 1023-
1028, 2013. 
 
HA, T. T. N. et al. Elevated Levels of Cell-Free Circulating DNA in Patients with Acute 
Dengue Virus Infection. PLoS One, v. 6, n. 10, p. e25969, 2011. 
 
HAO, T. B. et al. Circulating cell-free DNA in serum as a biomarker for diagnosis and 
prognostic prediction of colorectal cancer. British Journal of Cancer, v.111, n. 8, p. 
1482-1489, 2014. 
 
HUANG, A. et al. Plasma Circulating Cell-free DNA Integrity as a Promising Biomarker 
for Diagnosis and Surveillance in Patients with Hepatocellular Carcinoma. Journal of 
Cancer, v. 7, n. 13, p. 1798, 2016. 
 
HUTTUNEN, R. et al. Fatal Outcome in Bacteremia is Characterized by High Plasma 
Cell Free DNA Concentration and Apoptotic DNA Fragmentation: A Prospective 
Cohort Study. PLoS One, v. 6, n. 7, p. e21700, 2011. 
 
IQBAL, S. et al. Circulating cell-free DNA and its integrity as a prognostic marker for 
breast cancer. Springerplus, v. 4, n. 1, p. 265, 2015. 
 
LEON, S. A. et al. Free DNA in the Serum of Cancer Patients and the Effect of 
Therapy. Cancer Research, v. 37, n. 3, p. 646–650, 1977.  
 
OUTINEN, T. K. et al. Plasma Cell-Free DNA Levels Are Elevated in Acute Puumala 
Hantavirus Infection. PLoS One, v. 7, n. 2, p. e31455, 2012. 
 
PESTRIN, M. Heterogeneity of PIK3CA mutational status at the single cell level in 
circulating tumor cells from metastatic breast cancer patients. Molecular Oncology, 
v. 9, n. 4, p. 749-757, 2015. 
 
SRIRAM, K. B. et al. Pleural fluid cell-free DNA integrity index to identify cytologically 
negative malignant pleural effusions including mesotheliomas. BMC Cancer, v. 12, 
n. 1, p. 428, 2012. 
 
SUHAIMI, N-A. M. et al. Non-invasive sensitive detection of KRAS and BRAF mutation 
in circulating tumor cells of colorectal cancer patients. Molecular Oncology, v. 9, n. 
4, p. 850-860, 2015. 
 
TAN, E. M. et al. Deoxybonucleic acid (DNA) and antibodies to DNA in the serum of 
patients with systemic lupus erythematosus. Journal of Clinical Investigation, v. 45, 
n. 11, p. 1732–1740, nov. 1966.  



 
168 

 

THIERRY, A. R. et al. Clinical validation of the detection of KRAS and BRAF 
mutations from circulating tumor DNA. Nature Medicine, v. 20, n. 4, p. 430–5, 23 
mar. 2014.  
 
THIERRY, A. R. et al. Origins, structures, and functions of circulating DNA in 
oncology. Cancer and Metastasis Reviews, v. 35, n. 3, p. 347–376, set. 2016.  
 
TYNAN, J. A. et al. Multiplexed analysis of circulating cell-free fetal nucleic acids for 
noninvasive prenatal diagnostic RHD testing. American Journal of Obstetrics and 
Gynecology, v. 204, n. 3, p. 251.e1-251.e6, 2011. 
 
UMETANI, N. et al. Increased integrity of free circulating DNA in sera of patients with 
colorectal or periampullary cancer: Direct quantitative PCR for ALU repeats. Clinical 
Chemistry, v. 52, n. 6, p. 1062–1069, 2006.  
 
WANG, B. G. et al. Increased plasma DNA integrity in cancer patients. Cancer 
Research, v. 63, n. 14, p. 3966–8, 2003.  
 
YU, J.; GU, G.; JU, S. Recent advances in clinical applications of circulating cell-free 
DNA integrity. Laboratory Medicine, v. 45, n. 1, p. 6-12, 2014. 
 
 
ABSTRACT: The presence of cell-free DNA (cfDNA) in plasma was first found in 1948 
and, since then, it’s utilization as a biomarker in pathologic processes, because 
cfDNA is originated, mainly, from apoptosis, generating short fragments, or from 
necrosis, generating long fragments. The diference in the size of the fragments can 
be used to evaluate the integrity of cfDNA (int-cfDNA).This way, the objective of this 
study was develop a method of int-cfDNA determination in 14 healthy individuals, 
using qPCR with L1PA2 primers. Two centrifugation steps were made to obtain 
plasma samples, from which cfDNA was isolated with a column method. The isolated 
cfDNA was submeted to qPCR using two sets of L1PA2 primers, one for short 
fragments with 90 bp and another for long fragments with 222 bp. Two standard 
curves made from a pool of cfDNA of 10 samples of healthy individuals were used to 
the quantification of the fragments. The efficiency of L1PA2 90 bp curve was 100%, 
with determination coefficient (r²) equal to 0,98 and for L1PA 222 bp was 99%, with 
r²=0,97. The mean int-CFDNA was 0,64±0,28; IC95%(0,45-0,83). The results points 
that the qPCR with L1PA2 primers can be used in the investigation of pathologic 
processes related to celular death. However, it’s necessary to explore the relation of 
the intregrity with the origin processes of this fragments to determine the limits 
between the normal and altered state. This way, the liquid biopsy methodology can 
be validated to the diagnostic and prognostic in pathologic situations. 
KEYWORDS: cfDNA, cfDNA integrity, liquid biopsy, qPCR. 
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