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Thyroid diseases; Introduction: Many studies have been done on proteomics, genomics, epigenetic, immunogene-
Cell free DNA; tics in many body fluids. Among these, circulating cell-free DNA (ccfDNA) entered the literature
Plasma; in 1948, but it has not been studied for many years due to technological deficiencies. Following
Biomarker recent advances, geno-metastasis has been mentioned and new research is needed in this area.

ccfDNA is known to be an important biomolecule in this regard.

Objective: The presence of cell-free DNA in the circulatory system may offer a tremendous
opportunity to provide novel biomarkers for thyroid diseases. This experimental study was
conducted to determine the amount of ccfDNA in different thyroid diseases, then to evaluate
whether the ccfDNA concentration varied between the disease groups and control group.
Methods: In total, we included 121 individuals in the present study. We collected blood samples
and then determined the ccfDNA concentration in plasma of collected blood samples from three
groups: thyroiditis (n=33), benign (n=37), and malignant (n=30) and from a control group
(n=21).

Results: The median values of the ccfDNA groups were found as 1610, 1665, 1685 and 576 ng/mL
for the thyroiditis, benign, malign, and control groups, respectively. Findings showed that the
ccfDNA of the three groups was significantly higher than the control (p<0.0001). Each group
was compared in terms of ccfDNA and the p-values of benign-thyroiditis, benign-malign, and
thyroiditis-malign were 0.09, 0.65, and 0.29, respectively.
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Introducao

Conclusions: The clear differences between thyroid diseases and controls suggest that ccfDNA is
worthy of attention as a biomarker for further evaluation of different thyroid diseases. Likewise,
it might indicate a clear tendency that ccfDNA can also be used to distinguish different thyroid
diseases.

© 2019 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published
by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY license (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Avaliacdo do DNA circulante livre de células no plasma como um biomarcador de
diferentes doencas da tireoide

Resumo

Introducdo: Muitos estudos foram realizados em protedmica, gendmica, epigenética e imuno-
genética em varios fluidos corporais. Entre esses, o DNA circulante livre de células (cfDNA)
despontou na literatura em 1948, mas nao foi estudado por muitos anos devido a deficién-
cias tecnoldgicas. Apds recentes avancos, a genometastase € mencionada e novas pesquisas
tornam-se necessarias nessa area. Nesse sentido, o cfDNA é conhecido por ser uma importante
biomolécula.

Objetivo: A presenca de DNA livre de células no sistema circulatério pode oferecer uma exce-
lente oportunidade para fornecer novos biomarcadores para doencas da tireoide. Este estudo
experimental foi conduzido para determinar a quantidade de cfDNA em diferentes doencas da
tireoide e entdo avaliar se a concentracao de cfDNA variou entre os grupos com doenca e o
grupo controle.

Método: No total, 121 individuos foram incluidos no estudo. Coletamos amostras de sangue e,
em entdo, determinamos a concentracdo de cfDNA no plasma de amostras de sangue de trés
grupos: tireoidite (n=33), benigno (n=37) e maligno (n=30) e de um grupo controle (n=21).
Resultados: As medianas dos valores dos grupos de cfDNA foram de 1.610, 1.665, 1.685 e
576 ng/mL para os grupos tireoidite, benigno, maligno e controle, respectivamente. Os achados
mostraram que o cfDNA dos trés grupos com doenca era significativamente maior do que o do
grupo controle (p<0,0001). Cada grupo foi comparado em termos de cfDNA e os p-valores de
benigno-tireoidite, benigno-maligno e tireoidite-maligno foram de 0,09, 0,65 e 0,29, respecti-
vamente.

Conclusées: Como resultado, as Obvias diferencas entre as doencas da tireoide e os controles
sugerem que o cfDNA é digno de atencdo como um biomarcador para avaliacdo adicional das
diferentes doencas da tireoide. Da mesma forma, isso pode indicar uma clara tendéncia de que
o cfDNA também pode ser utilizado para distincao das diferentes doencas da tireoide.

© 2019 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

em mulheres, como resultado do aumento da inflamacao
da tireoide. A tireoidite é avaliada em trés categorias, de

Estima-se que 6,71% da populacdo europeia e 4,78% da acordo com o seu tempo de cura: aguda (inicio rapido e curta

populacao dos Estados Unidos da América (EUA) com dis-
tarbios da tireoide ndo tenham sido diagnosticados,’ o
que representa metade do nimero de pessoas com a
doenca.? Um estudo feito nos EUA mostrou que 4,6% e
1,3% dos individuos foram diagnosticados com hipotire-
oidismo e hipertireoidismo, respectivamente, na triagem
de 13.344 individuos com doenca tireoidiana previamente
desconhecida.> Achados semelhantes observados em um
estudo de metanalise mostraram que 4,94% e 1,72% dos
individuos foram diagnosticados com hipotireoidismo e
hipertireoidismo, respectivamente.*

Disfuncdes da tireoide e o hipotireoidismo tornaram-se
mais comuns nos Ultimos anos na faixa da meia-idade e

duracao), subaguda (com duracao de menos de um ano) e
cronica (ao longo da vida). A tireoidite de Hashimoto é uma
doenca cronica da tireoide, ¢ a inflamagao potencialmente
fatal mais comum da tireoide. Embora a causa nao seja com-
pletamente conhecida, alguns fatores, inclusive o uso de sal
iodado, infeccdes e exposicao a radiacdo, sdo considerados
efetivos no desenvolvimento da tireoidite de Hashimoto.
Entre as doencas da tireoide, 3% a 7% das pessoas que
apresentam nodulos na tireoide tém um distarbio tire-
oidiano. Segundo as pesquisas, a maioria desses nodulos
representa tumores benignos e 5% a 8% deles podem se
converter em tumores malignos,® os quais sdo os tumores
mais comuns do sistema enddcrino. A significancia clinica
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dos nodulos tireoidianos baseia-se na necessidade de excluir
o cancer de tireoide, que é visto em 7% a 15% dos casos,
depende de idade, sexo, histéria de exposicao a radiacao,
histéria familiar e outros fatores.®’ Existem quatro tipos
principais de cancer da glandula tireoide. Esses sao, por
ordem de frequéncia: carcinoma papilar, folicular, medular
e anaplasico. Um nimero consideravel de casos de cancer é
de células foliculares.® O carcinoma diferenciado de tireoide
(CDT), inclusive o carcinoma papilifero e folicular, constitui
a maioria (> 90%) de todos os casos de cancer de tireoide.?

Atualmente, a bidpsia por puncdo aspirativa com agu-
lha fina (PAAF) é usada para diagnosticar e tratar tumores
malignos, mas ha uma taxa de falha de 20% devido a falta
de espécime adequado e tecido especifico, técnicas citolo-
gicas e métodos diferentes usados pelos técnicos. Portanto,
ha a necessidade de novos biomarcadores mais confiaveis,
capazes de diagnosticar o cancer de tireoide de forma pre-
coce e definitiva, que possam ser medidos de maneira nao
invasiva, facil e precisa. Para esse proposito, muitos estudos
foram feitos em protedmica, genémica, epigenética, imu-
nogenética e outras moléculas em varios fluidos corporais.
Entre estes, o DNA circulante livre de células (cfDNA) des-
pontou na literatura em 1948, mas nao foi estudado por
muitos anos devido a inadequacdes tecnologicas. Apds os
recentes avancos tecnologicos, o mecanismo de metastase
comecou a ser discutido novamente e a mencao da geno-
metastase, o que levou a necessidade de novas pesquisas
nessa area. O cfDNA é conhecido por ser uma importante
biomolécula nesse sentido. Essa molécula ganha destaque
em muitas doencas, principalmente em estudos de cancer
em nivel genético e epigenético, em relacdo ao tipo de can-
cer, desenvolvimento, quantidade de plasma sanguineo e
outras moléculas no plasma. Por exemplo, esses dados sao
muito promissores para determinar se uma pessoa tem ou
ndo cancer e se o cancer apresentou metastase no corpo, se
o sucesso foi alcancado apos o tratamento e se a cirurgia é
necessaria.

No presente estudo, objetivamos medir a quantidade de
cfDNA em amostras de plasma coletadas de individuos com
doencas da tireoide e individuos saudaveis e entao comparar
a quantidade de cada grupo. A feitura deste estudo sera
uma contribuicao importante para determinar se o nivel de
cfDNA pode ser usado como um biomarcador molecular para
diferentes doencas da tireoide.

Método

O presente estudo foi feito em amostras de sangue de
100 pacientes com doencas da tireoide. Dos 100 pacientes
incluidos em nosso estudo, 33 tinham doencas tireoidianas,
37 apresentavam nodulo tireoidiano benigno e 30 tinham
cancer de tireoide. Para o grupo controle, foram incluidos
21 pacientes sem doencas adicionais conhecidas. Fizemos
exames adicionais nos pacientes com nodulos ou massas
na tireoide. Os pacientes foram diagnosticados através de
ultrassonografia (USG) da tireoide, seguida por PAAF; no
entanto, alguns pacientes com cancer foram definitiva-
mente diagnosticados apos serem submetidos a cirurgia.
Apenas pacientes com doencas tireoidianas foram avaliados
no presente estudo. Antes da coleta de amostras de sangue
periférico, os pacientes e controles foram informados sobre

o estudo e seus objetivos e entao, cada um deles forneceu
seu consentimento informado, assinou o formulario apro-
priado. As caracteristicas dos pacientes e controles foram
obtidas através de um questionario padronizado. Aprovacao
ética foi concedida pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina (27/2016-E.70096).

Para o cfDNA, 5mL de sangue foram coletados em tubos
esterilizados com K3-EDTA. Depois de coletar as amostras de
sangue, elas foram imediatamente centrifugadas a 3.000¢g
por 10 min. As amostras de plasma foram transferidas para
outro tubo estéril, sem DNAse e as amostras foram cen-
trifugadas a 16.000g por 10 min. Em seguida, as amostras
de plasma foram separadas e armazenadas a -80°C para
estudo posterior. O contelldo de DNA das amostras de plasma
foi medido diretamente com um kit de ensaio de DNA de
alta sensibilidade Quant-iT™ baseado em fluorescéncia e
um fluorémetro Qubit® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O
fluorémetro Qubit® 2.0 é usado para quantificacdo de DNA,
RNA e proteina. Ele usa coloragdes especificas para cada
tipo de molécula que tem fluorescéncia extremamente baixa
até se ligarem a seus alvos. Apos a ligacao, elas emitem
um sinal intensamente fluorescente que é diretamente pro-
porcional a concentracdo de DNA de qualquer solucdo. No
presente estudo, o cfDNA de cada individuo foi medido com
uma curva de DNA obtida a partir do padrao de DNA de
concentracdes conhecidas. As amostras de plasma foram
analisadas em duplicata e a média dos dois valores foi usada
como a quantidade final de DNA. As medidas intermediarias
e os coeficientes de variacao deste ensaio foram inferiores
a 1,00%.

Diferencas entre os grupos foram detectadas com one-
-way Anova e depois Bonferroni como teste post hoc.
As diferencas entre homens e mulheres foram analisadas
pelo teste U de Mann-Whitney. Os niveis de significancia
foram indicados. Os efeitos dos fatores de confusao (idade,
sexo, tabagismo, habitos etc.) também foram avaliados
estatisticamente. A contribuicao de cada fator levado em
consideracao foi avaliada com analise de regressao multipla.
Possiveis associacoes foram investigadas com a correlacdao
de Pearson. O programa SPSS 18.0 foi usado para calculos
estatisticos.

Resultados

A distribuicao por idade e sexo de cada grupo é apresen-
tada na tabela 1. A maioria dos pacientes em nosso estudo
era do sexo feminino. Trinta (90,9%) tinham tireoidite e
64,9 (24%) apresentavam nodulos benignos. Vinte e trés
(76,7%) dos pacientes com malignidade eram do sexo femi-
nino. A média de idade foi de 37,6 para aqueles com doencas
da tireoide, 54,1 para aqueles com nddulos benignos e 47,8
para pacientes com cancer.

No caso de tabagismo e uso de alcool, 8 (23,5%) dos
pacientes com doencas da tireoide eram usuarios ativos,
6 (17,8%) eram ex-usuarios e 7 (20,5%) relataram uso de
alcool ativo. Entre os pacientes com lesao maligna, 13
(43,3%) eram usuarios ativos, 3 (10%) tinham historico de
consumo prévio de alcool e 7 (23,3%) consumiam alcool atu-
almente. Nos pacientes com nodulos benignos, 6 (15,7%)
pacientes relataram habito ativo de uso de cigarros, 6
(15,7%) pacientes eram ex-usuarios e 4 (10,5%) relataram
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Tabela 1  Caracteristicas das populacoes
Controle Tireoidite Benigno Maligno
(n=21) (n=33) (n=37) (n =30)
Idade 30,1 £ 15,2 37,6 + 10,9 54,1 £+ 13,1 47,8 + 11,9

Sexo masculino

Sexo feminino

29,8 + 15,8 (43%)
30,4 + 15,4 (47%)

47,3 +7,5 (10%)
36,7 + 10,8 (90%)

58,9 + 10,1 (33%)
51,7+13,9 (67%)

46,1 + 13,4 (23%)
48,3 + 11,8 (77%)

Tabela 2 cfDNA nos grupos com doenca e grupo controle

cfDNA Controle Tireoidite Benigno Maligno
(n=21) (n=33) (n=37) (n =30)

Média total 623,3 +£172,9 1613 + 284 1721,3 £ 243 1691 + 292

Minimo 454 908 1344 1212

Maximo 1081 2280 2560 2840

Sexo masculino 608,0 + 120 1667 + 217 1825 + 310 1687 + 251

Sexo feminino 634,8 + 208 1608 + 292 1664 + 181 1692 + 309

2400.00
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1650.00 —
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Figura 1  Quantidade de cfDNA em cada grupo.

consumo continuo de alcool. O grupo controle consistiu em
9 (42,85%) homens e 12 (57,14%) mulheres. A média de idade
foi de 30,1 anos no grupo controle.

Os resultados obtidos para o cfDNA em cada grupo sao
apresentados na tabela 2 e na figura 1. De acordo com
os resultados obtidos, os valores minimos e maximos de
cfDNA nos pacientes foram 908 a 2.280 ng /mL para tire-
oidite, 1.344 a 2.560 ng/mL para nddulo benigno, 1.212 £+
2840 ng/mL para nédulo maligno e 454 a 1.018 ng/mL para
os controles. Os valores médios de cfDNA nos grupos foram
1.610, 1.665, 1.685 e 576 ng/mL para os grupos tireoidite,
nodulo benigno, nddulo maligno e controles, respectiva-
mente.

Os quatro grupos, inclusive controles, nédulo maligno,
nodulo benigno e tireoidite, foram comparados com one-way
Anova e em seguida teste de Bonferroni como um teste post
hoc. De acordo com os resultados obtidos, o cfDNA foi sig-
nificantemente maior nos trés grupos de pacientes do que
nos controles (p < 0,0001 para todos os grupos). Cada grupo
foi comparado em termos de cfDNA e os valores de p de
nodulo benigno-tireoidite, nédulo benigno-nddulo maligno
e tireoidite-nddulo maligno foram 0,09, 0,65 e 0,29, res-
pectivamente.

O cfDNA de homens com tireoidite foi ligeiramente maior
do que nas mulheres; no entanto, essa diferenca nao atingiu
um nivel significante (p = 0,7). Os pacientes com tireoi-
dite que eram fumantes (1.658 ng/mL) apresentaram maior
concentracao de cfDNA quando comparados com pacientes
nao fumantes (1.599 ng/mL). No entanto, a diferenca nao
foi estatisticamente significante (p > 0,05). A analise nao
revelou correlacdao entre o cfDNA e a idade. A analise de
regressao linear mostrou que o cfDNA nao foi afetado por
fatores de confusao, como idade, sexo, tabagismo e habito
de consumir alcool (p > 0,05).

Nesse grupo, ha uma clara tendéncia de significancia
para os homens (1.825 ng/mL) em relacdo as mulheres
(1.664 ng/mL) em termos de cfDNA (Teste U de Mann-
-Whitney, p = 0,054). A quantidade de cfDNA em fumantes
e nao fumantes é semelhante e, portanto, ndo ha relacao
entre o tabagismo e o cfDNA. Observou-se que o cfDNA em
individuos com nddulos benignos nao se correlacionou com a
idade (p > 0,05). A analise de regressao linear indicou que o
sexo pode afetar o cfDNA em pacientes com nodulos benig-
nos no modelo ajustado por idade, sexo, tabagismo e habito
de consumir alcool (p = 0,08).

Em termos de género, ndo ha diferenca entre homens
e mulheres. Da mesma forma, observou-se que o cfDNA
de fumantes e ndo fumantes é semelhante. No grupo com
nodulo maligno, ndo observamos qualquer correlagao entre
o cfDNA e a idade. Na analise de regressao, nao foram deter-
minados fatores potenciais que afetassem a quantidade de
cfDNA nas amostras de plasma.

Em um grupo com trés doencas diferentes, o cfDNA do
sexo masculino (1.762 ng/mL) foi maior do que o feminino
(1.651 ng/mL), que apresentou uma tendéncia a ser signi-
ficante (p = 0,08). Em relacao ao tabagismo, a quantidade
de cfDNA de fumantes e ndo fumantes foi muito préxima
(p > 0,05). De acordo com a correlacao de Spearman, o
cfDNA esta positivamente correlacionado com a idade em
um nivel significante (r = 0,21, p < 0,05). Nos modelos de
regressao multivariada ajustados por idade, sexo, tabagismo
e etilismo, o cfDNA nao se associou a qualquer dos fato-
res presentes nos modelos. Apos o método de regressao ter
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sido aplicado a mesma analise, a idade foi o Unico fator que
afetou o cfDNA na doenca da tireoide.

Discussao

Em muitas doencas, especialmente para o cancer, é crucial
encontrar amostras substitutas devido a condicdo inva-
siva de obtencdao das amostras. Hoje, € bem conhecido
o fato de que o cfDNA pode ser medido em indivi-
duos saudaveis em fluidos corporais, inclusive plasma,
soro, escarro e urina.’ Por outro lado, o cfDNA também
pode ser encontrado em niveis mais elevados em outras
doencas, inclusive doencas autoimunes, varios tipos de can-
cer e doencas cardiovasculares.”"" Mais especificamente,
a caracterizacao do cfDNA em relacdo as suas mutacdes,
alteracoes epigenéticas, tamanho e distribuicao dos frag-
mentos tem sido associada a varios tipos de cancer.'? Assim,
biomarcadores nao invasivos nos permitem acompanhar o
diagndstico, o prognostico e o monitoramento de doencas.

Embora a origem do cfDNA nao seja clara, existem
varios mecanismos que contribuem para a quantidade de
DNA circulante. Os mecanismos que contribuem para o
cfDNA podem mudar, depende do tipo e/ou estagio da
doenca. Acredita-se que as células mortas ou moribundas
sdo a principal fonte de cfDNA. No entanto, também ja foi
demonstrado que células vivas podem liberar cfDNA. Além
disso, a quantidade em circulacdo pode variar, depende do
estagio da doenca. Acima de tudo, a quebra celular, a apop-
tose, a necrose, 0 €x0ossomo e 0s Virossomos sao aceitos
como os principais mecanismos. Em um modelo sugerido,
supoe-se que haja trés eventos responsaveis pelo cfDNA no
sangue de um paciente com cancer, inclusive necroptose,
apoptose e secrecao pelo tumor e macrofagos.' Devido a
esses eventos, o cfDNA pode ser liberado em cadeia simples
ou dupla e, a depender do tipo de tumor, diferentes formas
de cfDNA podem ser liberadas.

No presente estudo, determinamos que o cfDNA medido
nos grupos com trés tipos diferentes de doencas da tireoide
foi consistentemente e significantemente maior do que no
grupo controle. Observamos que o cfDNA nos grupos com
tireoidite, tumor benigno e tumor maligno foi 2,59, 2,76 e
2,72 vezes maior do que no grupo controle. Portanto, apre-
sentamos a quantidade de cfDNA em amostras de plasma
como um novo biomarcador de doencas da tireoide. Entre
as doencas da tireoide, nao houve diferencas claras. No
entanto, a maior quantidade de cfDNA nos casos benignos
comparados com o grupo com tireoidite pode indicar que
o cfDNA pode ser usado para mostrar a diferenca entre as
doencas da tireoide.

A logica por tras do cancer de tireoide ainda nao é total-
mente compreendida. No entanto, tem sido sugerido que
existem varios fatores, inclusive radiacdo, poluicao ambi-
ental e nutricdo, que levam o individuo a ter propensao
ao cancer de tireoide. Todas as causas multifatoriais tém
a capacidade de induzir mecanismos apoptoticos.' Como
indicado acima, a exposicao ambiental pode afetar os meca-
nismos associados a quantidade de cfDNA." Os mecanismos
relacionados a liberacdo de cfDNA também estao associa-
dos a doencas da tireoide. Por exemplo, foi afirmado que
a apoptose esta associada a homeostase da glandula tire-
oide. Isso também desempenha um papel nos mecanismos de

tireoidite autoimune e no cancer de tireoide.'® A esse res-
peito, a maior quantidade de cfDNA encontrada no presente
estudo pode ser atribuida a mecanismos apoptéticos. Em
outro estudo, houve uma diferenca significante no indice de
integridade do cfDNA entre pacientes com nodulos benig-
nos e pacientes com carcinoma de tireoide confirmados
por citologia. Esse achado apoia o uso do cfDNA como
um biomarcador promissor para o diagnostico de nodulos
tireoidianos.'” Em nosso estudo, incluimos esses pacientes,
além do acompanhamento de pacientes com doenca da tire-
oide (tireoidite).

O aumento anormal da quantidade de cfDNA no soro
e plasma de pacientes com cancer foi detectado pela
primeira vez em 1977."® Entretanto, o uso do prognds-
tico e diagndstico como um marcador foi abordado apenas
recentemente.’® Em um grande grupo de canceres, inclu-
sive colorretal, pancreas, pulmao, bexiga, regido inferior do
pescoco e figado, foram detectadas mutacoes de DNA livre
no cfDNA.?%-2% Varias alteracées do DNA foram relatadas no
DNA livre, inclusive mutacdes de ponto, hipermetilacao de
DNA, instabilidade de microssatélites (IM) e perda de hete-
rozigose (LOH) (A). Em muitos casos, essas alteracdes sao
as mesmas encontradas no local do tumor primario do paci-
ente e apoiam a origem tumoral do DNA livre alterado. As
alteracdées no cfDNA nao estao restritas a alguma regiao,
espécie ou grau tumoral particular. No entanto, os pacien-
tes com doenca em estagio final e metastase tendem a ter
niveis significativamente mais elevados de cfDNA. Assim, no
presente estudo, o cfDNA também pode fornecer um recurso
valioso de material genético como um substituto para a ana-
lise molecular em doencas da tireoide.

Sabe-se que um corpo maior de dados pode forne-
cer resultados mais precisos em um estudo desse tipo. O
numero baixo de participantes é um aspecto limitante do
nosso estudo. Apesar dessa situacao, as diferencas esta-
tisticamente significantes entre os grupos de doencas e os
controles apoiam o uso do cfDNA como caracteristicas dis-
tintas das doencas da tireoide que poderiam ser usadas para
o diagndstico, prognodstico e monitoramento de doencas.

Concluséao

As diferencas entre as doencas da tireoide e o grupo con-
trole sugerem que o cfDNA deve ser considerado como um
biomarcador para avaliacao adicional das doencas tireoidi-
anas. Além disso, oferecemos varias sugestoes. Primeiro,
é importante desenvolver abordagens quantitativas para
determinar a carga de alteracoes de DNA no cfDNA e estabe-
lecer um limite de deteccao mais baixo para as metodologias
usadas. Isso sera crucial para determinar os valores de corte
para a significancia da determinacao das alteragées no DNA.
Em segundo lugar, os trabalhos futuros devem considerar a
incorporacao de diferentes genes e tipos de modificacao
para aumentar a sensibilidade e a especificidade para a
deteccao do cancer. Terceiro, comparagdes sistematicas
entre diferentes canceres devem ser feitas para determi-
nar se alguns tipos de cancer sao mais propensos a liberar o
cfDNA modificado do que outros. Quarto, € muito importante
desenvolver pesquisas em grande escala baseados em estu-
dos de caso-controle e/ou estudos prospectivos, em vez de
analisar casos clinicos recrutados sequencialmente. Quinto,
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a transformacao de estudos experimentais de cfDNA em pra-
tica epidemiologica e clinica requer o desenvolvimento de
instrumentacdo e métodos adaptados a andlise de baixo
custo em grande escala de mutacoes no DNA em quanti-
dades muito pequenas. Dado o potencial para o manejo
de cfDNA no cancer, esses desenvolvimentos podem rapi-
damente levar a importantes aplicacoes na deteccao, no
diagnéstico, progndstico e acompanhamento de cancer.
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