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RESUMO

Apesar do excelente prognóstico, aproximadamente 20–40% dos
pacientes com carcinoma diferenciado da tireóide (CDT) evoluem com
recidiva tumoral e o prognóstico está relacionado principalmente à
detecção precoce da doença. Desta forma, o acompanhamento
permanente dos pacientes com exames sensíveis é fundamental. A
tireoglobulina (Tg) sérica já demonstrou importância como marcador de
recidiva. Entretanto, sua dosagem apresenta ainda algumas dificul-
dades, como a interferência com anticorpo anti-Tg, e a sensibilidade
dependente do nível de TSH. A amplificação de mRNA tumor-específico
extraído a partir de células neoplásicas na corrente sangüínea apresen-
tou resultados iniciais promissores. No entanto, após quase uma década
de estudo da detecção do mRNA de Tg no sangue, ainda não foi
estabelecida sua real contribuição no acompanhamento dos pacien-
tes com CDT. Após análise crítica dos estudos publicados, verifica-se a
enorme diversidade de protocolos empregados e resultados confli-
tantes. Desta forma, até o momento, a amplificação de mRNAs tireóide-
específicos não é superior à dosagem de Tg sérica existente. A possibi-
lidade de transcrição ilegítima e splicing alternativo são fatores que
podem interferir com a especificidade do método. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2006;50/3:427-435)
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ABSTRACT

Thyroglobulin mRNA Amplification in Peripheral Blood of Patients With
Differentiated Thyroid Carcinoma: What Does It Really Mean?
Despite the excellent prognosis, differentiated thyroid carcinoma (DTC)
may recur in 20–40%, and prognosis is particularly related to early
detection of recurrent disease. Therefore, long-term follow-up with
sensitive tests is need. Serum thyroglobulin (Tg) has an established role as
a tumor marker of relapse. However, there are technical limitations of Tg
immunoassays, in special, the interference of anti-Tg antibodies and the
method sensitivity is dependent on TSH stimulation. Detection of
circulating malignant cells by amplification of tumor-specific mRNA
showed initial promising results. However, almost one decade of studies
of Tg mRNA detection in peripheral blood, its real contribution for DTC
follow-up had not yet been established. After a critical analysis of
published data, it is clear that there are many protocol differences and
conflicting results. Therefore, it seems that amplification of thyroid-
specific mRNAs is not superior to sensitive Tg assays and illegitimate
transcription and alternative splicing of Tg are factors that may influence
mRNA test specificity. (Arq Bras Endocrinol Metab 2006;50/3:427-435)
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OS CARCINOMAS DIFERENCIADOS DA TIREÓIDE

(CDT), papilífero e folicular, estão entre as neo-
plasias malignas com melhor índice de cura. A taxa de
sobrevida em 20 anos é de 95% para o carcinoma
papilífero e de 70 a 80% para o folicular (1). No entan-
to, alguns pacientes apresentam alto risco de recor-
rência tumoral, ou mesmo de morte, e o prognóstico
é afetado por fatores relacionados ao paciente, ao
tratamento e à própria doença. A recidiva tumoral,
local ou à distância, não é infreqüente, podendo ocor-
rer até algumas décadas após o diagnóstico (2), evi-
denciando a necessidade de acompanhamento perma-
nente dos pacientes com CDT.

A forma clássica de avaliar a presença de recorrên-
cia tumoral é o acompanhamento da tireoglobulina
(Tg) sérica e a realização de cintilografia de corpo inteiro
com iodo radioativo (PCI). A ultra-sonografia (USG)
cervical também vem se afirmando como método diag-
nóstico importante para a detecção de recorrência cer-
vical, com sensibilidade superior à Tg sérica e à PCI (3).

Em pacientes com CDT, espera-se que a Tg
sérica torne-se indetectável após tratamento ablativo
(tireoidectomia total ou subtotal alargada complemen-
tada com iodo radioativo). Nesta situação, qualquer
nível detectável de Tg pode indicar persistência ou
recorrência da doença maligna. Vários estudos têm
confirmado o importante papel da Tg sérica como
marcador tumoral no acompanhamento de pacientes
com CDT (4-6). Entretanto, o ensaio da Tg apresenta
ainda alguns dilemas técnicos, em especial a inter-
ferência com anticorpo anti-Tg, presente em cerca de
15 a 25% dos pacientes com CDT (7-9), e a sensibi-
lidade dependente do nível de TSH. A administração
de TSH recombinante precedendo a dosagem de Tg
sérica é interessante, pois aumenta a síntese de Tg
pelos tireócitos, melhorando a sensibilidade do
método, e evita os sintomas indesejáveis do hipotireoi-
dismo. No entanto, o alto custo desta substância
dificulta seu emprego no seguimento dos pacientes
com CDT.

Na tentativa de melhorar o acompanhamento
de pacientes com câncer, diagnosticando precocemen-
te a recidiva, esforço tem sido realizado para o desen-
volvimento de métodos alternativos. A amplificação de
mRNA tumor específico extraído a partir de sangue
parece ser útil em detectar células neoplásicas na
corrente sangüínea (10-12). Na década de 90, iniciou-
se a avaliação da pesquisa de mRNA de Tg em amostra
de sangue de pacientes com CDT, com resultados
iniciais promissores (13-15).

Dificuldades técnicas da dosagem de
tireoglobulina sérica
A Tg é uma proteína sintetizada exclusivamente pelas
células foliculares da tireóide. É codificada por um
gene de pelo menos 300 kb, contendo 48 exons e
localizado no cromossomo 8 (16-18). O produto final
é uma glicoproteína de 660 kDa, formada por 2 sub-
unidades idênticas, unidas por ligação não-covalente.
A Tg pode apresentar-se de forma heterogênea em
decorrência de processamento alternativo (splicing
alternativo) do seu mRNA.

Por muitos anos acreditava-se que a Tg era
encontrada exclusivamente na glândula tireóide. A
partir da década de 40 surgiram relatos de detecção de
Tg no sangue (19), mas foram Van Herle e cols. (20)
que estabeleceram o primeiro método clinicamente
útil para detectar a Tg, o radioimunoensaio (RIE)
utilizando anticorpo policlonal de coelho. Na década
de 80, os ensaios radioimunométricos (IRMAs) com
anticorpo monoclonal tornaram-se disponíveis.

Atualmente, existem 4 imunoensaios disponíveis
para a dosagem da Tg: RIE (com duplo ou único
anticorpo), IRMA, ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) e ICMA (imunoquimioluminescência). Destes,
o RIE com duplo anticorpo, IRMA e ICMA são as
técnicas de escolha.

Vários fatores podem afetar a acurácia do ensaio
de Tg (tabela 1), podendo ser divididos em fatores
ensaio-dependentes e independentes (21). Dentre os

Tabela 1. Dificuldades técnicas da dosagem de tireoglobulina sérica.

Anticorpo anti-Tg
Fatores ensaio-independentes Fatores ensaio-dependentes

Sensibilidade dependente do nível de TSH Falta de padronização internacional

Níveis extremamente elevados de Tg sérica Especificidades diferentes dos anticorpos 
(efeito gancho) utilizados

Anticorpo heterofílico Falta de precisão interensaio

Gamapatia monoclonal Falta de precisão intraensaio

Doença renal terminal Sensibilidade funcional sub-ótima

Anti-Tg: anticorpo anti-tireoglobulina, Tg: tireoglobulina.
Baseado em Torréns e cols., 2001 (ref. 21).
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fatores dependentes do ensaio destacam-se falta de
padronização internacional, especificidades diferentes
dos anticorpos utilizados pelos diferentes kits comer-
ciais, falta de precisão interensaio e intraensaio, sensi-
bilidade funcional sub-ótima e variante de Tg não
reconhecida pelo anticorpo utilizado no método.
Com relação aos fatores ensaio-independentes,
destacam-se anticorpo anti-Tg, sensibilidade depen-
dente do nível de TSH, efeito gancho, anticorpo
heterofílico, além da gamapatia monoclonal e doença
renal terminal.

Anticorpo anti-Tg permanece como o principal
fator de erro na dosagem de Tg sérica, uma vez que
aproximadamente 15 a 25% dos indivíduos com CDT
apresentam anticorpo anti-Tg (7-9), prevalência esta
mais elevada que na população geral. É importante
salientar que o grau de interferência não é propor-
cional ao título do anticorpo e que nenhum método
está totalmente livre desta interferência. Na presença
do auto-anticorpo, o RIE geralmente determina falsa
elevação da Tg, ao passo que IRMA e ELISA podem
subestimar. Desta forma, recomenda-se screening de
anticorpo anti-Tg em todo paciente com CDT. Infe-
lizmente, vários laboratórios ainda utilizam teste de
hemaglutinação para detecção de auto-anticorpo, que
sabidamente apresenta baixa sensibilidade. A discor-
dância entre o nível de Tg medida por RIE e IRMA
pode funcionar como um indicador sensível da inter-
ferência do anticorpo (8). Uma alternativa é o teste de
recuperação, que consiste em adicionar uma quanti-
dade conhecida de Tg ao soro e medir posteriormente
a recuperação: se < 80% sugere interferência do anti-
corpo e se > 80% diminui a possibilidade de interfe-
rência. Entretanto, a acurácia deste teste não é alta e,
portanto, o mesmo não deve ser utilizado para validar
a medida da Tg sérica (22).

A Tg, quando em nível bastante elevado (10 a
10.000 vezes a faixa superior de detecção), pode ser
falsamente detectada em nível normal ou mesmo baixo.
Este fenômeno é conhecido como efeito gancho e é
exclusivo dos ensaios com duplo anticorpo, como o
IRMA e RIE. Neste caso, a diluição do soro é reco-
mendada.

Ao contrário do anticorpo anti-Tg, a interfe-
rência do anticorpo heterofílico não é habitualmente
reconhecida pelos laboratórios e clínicos. Quando
presente, este anticorpo resulta em teste falso positivo
(23). Como alguns pacientes são tratados com base na
elevação da Tg sérica, a não identificação do anticorpo
heterofílico pode resultar em tratamento desnecessário.

Uma vez na circulação, a meia-vida da Tg é de
3 a 65 horas, dependendo do grau de modificações
pós-traducionais (24), e a sua metabolização é feita
primariamente pelo fígado. O nível sérico da Tg
depende de 2 fatores principais: o volume tireoideano
e o nível de TSH.

Volume tireoideano
Em geral, quanto maior a massa de tecido tireoideano
remanescente (normal ou neoplásico) maior o nível de
Tg sérica. Desta forma, nos pacientes submetidos à
terapia ablativa (cirurgia + dose ablativa de 131I) a Tg
sérica permanece indetectável numa maior proporção
de casos (98% x 50%), em relação aos pacientes trata-
dos de forma mais conservadora (tabela 2).

Nível de TSH
Como o TSH é um importante estimulador da função
tireoideana e mesmo células neoplásicas mantêm
expressão de seu receptor, é esperado que o nível de
Tg sérica varie de acordo com a concentração de TSH
(tabela 2). Desta forma, ao interpretar o valor da Tg
deve-se sempre avaliar o nível de TSH.

Cerca de 20% dos pacientes com metástases
para linfonodo e 5% dos pacientes com pequenas me-
tástases à distância apresentam Tg indetectável durante
terapia supressora de TSH. Esta percentagem cai para
10 e menos de 1%, respectivamente, quando induzido
o hipotireoidismo (25).

Outro fator importante para a determinação do
nível de Tg sérica é a capacidade intrínseca do tumor
de sintetizar e secretar esta glicoproteína. Este fator
pode ser avaliado através da determinação pré-opera-
tória da Tg sérica (5).

Desta forma, observa-se que, apesar da Tg séri-
ca ser um marcador tumoral bastante útil no acompa-

Tabela 2. Detecção da Tg sérica de acordo com o tipo de tratamento e o nível de TSH.

% Pacientes com Tg sérica indetectável
TSH suprimido Em hipotireoidismo

Cirurgia + ablação com 131I 98% 90%
Tireoidectomia (total ou subtotal) 93% 80%
Lobectomia unilateral 50% ~0%
Baseado em Schlumberger e Pacini, 1999 (26).
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nhamento pós-operatório, resultados falso-negativos
ocorrem (Tg indetectável em vigência de persistência
ou recorrência tumoral). Estes casos são geralmente
explicados pela menor sensibilidade do exame durante
terapia supressora de TSH, pela interferência com
anticorpo anti-Tg ou ainda pela desdiferenciação
tumoral. Na tentativa de superar estas dificuldades,
esforço tem sido realizado para o desenvolvimento de
métodos alternativos de investigação.

RNA mensageiro da Tg como possível
marcador tumoral
O conceito de detecção molecular altamente sensível
de células tumorais na corrente sangüínea foi descrito
no início da década de 90 para tumores sólidos, como
carcinoma de próstata (10), neuroblastoma (27) e
carcinoma de mama (28). Especialmente no câncer de
próstata, a detecção por RT-PCR de células neoplá-
sicas no sangue parecia preceder a elevação dos demais
marcadores séricos, favorecendo ao diagnóstico mais
precoce da recidiva (29).

No primeiro estudo de mRNA de Tg no acom-
panhamento de pacientes com CDT, Ditkoff e cols.
(13) conseguiram detectar por RT-PCR este mRNA
em todos os 9 pacientes com doença metastática e em
menos de 10% (7 de 78) dos pacientes sem metástase.
Neste grupo, a detecção do mRNA de Tg foi mais
freqüente naqueles com história prévia de metástase (5
de 22) do que naqueles sem história de metástase (2
de 56). Nos voluntários normais e nos pacientes com
doença benigna não foi vista amplificação. Estes resul-
tados iniciais sugeriram que a presença na circulação
sangüínea do mRNA de Tg poderia representar doença
tireoideana disseminada via hematogênica.

Posteriormente, Tallini e cols. (14) consegui-
ram detectar mRNA de Tg e tireoperoxidase (TPO)
em 54,2% dos indivíduos em acompanhamento de
CDT, incluindo 5 de 8 pacientes sem evidência de
doença no momento do exame. Entretanto, 4 destes 5
casos apresentaram invasão extratireoideana ou metás-
tase para linfonodo no momento da cirurgia. Já a
amplificação do mRNA de RET/PTC 1 foi observada
em apenas 1 dos 18 pacientes com carcinoma papi-
lífero e em nenhum paciente com doença benigna. Os
mRNA de Tg e de TPO foram também detectados em
10% (2 de 20) dos pacientes com doença tireoideana
benigna. No entanto, no pós-operatório o mRNA não
foi mais encontrado. Este achado demonstra que a
presença no sangue de mRNA específico da tireóide
não está necessariamente relacionada à metástase.

Em 1998, utilizando metodologia de extração
de RNA total diferente dos demais, Ringel e cols. (15)

detectaram mRNA de Tg em todos os 10 indivíduos
normais eutireoideanos testados. Dentre os 87 pacien-
tes com CDT, o mRNA de Tg foi detectado em 26 de
33 pacientes (79%) com remanescente em leito tireoi-
deano ou doença metastática confirmada em PCI, ao
passo que a Tg sérica foi detectada somente em 12
destes pacientes (36%) durante terapia supressora de
TSH. Nos pacientes com PCI negativa, a Tg sérica
estava detectável em 2 e o mRNA em 7 pacientes.
Neste estudo, a amplificação do mRNA de Tg apre-
sentou maior sensibilidade que a Tg sérica para pes-
quisa de doença residual, pelo menos durante supres-
são de TSH. Entretanto, sua especificidade foi inferior.
Neste mesmo trabalho, através de técnica de imuno-
citoquímica, foram demonstradas células com expres-
são de receptor de TSH e Tg na corrente sangüínea de
indivíduos normais, sugerindo que a presença de tireó-
citos no sangue não estaria relacionada apenas à disse-
minação hematogênica do carcinoma da tireóide.

Este mesmo grupo (30) desenvolveu um méto-
do de RT-PCR quantitativo e amplificou o mRNA de
Tg em todos os 32 voluntários normais. A concen-
tração média encontrada foi de 433 ± 69 ng de RNA
total tireoideano / litro de sangue, com variação de
26 a 1502 ng/L. Aplicando metodologia semelhante
em 107 pacientes com CDT e utilizando o valor de 3
pg de mRNA de Tg / µg RNA de tireóide como
ponto de corte, o mRNA de Tg foi encontrado em
38% dos pacientes sem captação anormal de iodo na
PCI, 75% daqueles com captação em leito
tireoideano, 84% com doença cervical e 94% com
metástase à distância (31).

A amplificação do mRNA do transportador de
sódio-iodeto (NIS) também já foi testada (32). O
interesse maior no estudo do NIS como marcador
tumoral é avaliar se há correlação entre sua expressão e
a captação de iodo, tentando explicar a discordância
entre Tg sérica e PCI encontrada em alguns pacientes.
Entretanto, a amplificação do mRNA do NIS por
nested PCR (2 ciclos seguidos de amplificação, utili-
zando 2 pares de seqüências de oligonucleotídeos ini-
ciadores distintos) mostrou baixa acurácia (sensibili-
dade de 16,6% e especificidade de 54%), não havendo
necessariamente correlação com a captação. A baixa
especificidade pode ser explicada, pelo menos em
parte, pela expressão deste transportador em tecidos
não tireoideanos. Neste mesmo estudo, a sensibilidade
e especificidade da amplificação do mRNA da Tg por
nested PCR foram de 83% e 71% e da Tg sérica 50 e
89%, respectivamente.

A detecção de mRNA de TPO foi novamente
estuda (33), desta vez em um grupo maior de
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pacientes: 120 com carcinoma tireoideano, 85 com
doença benigna e 54 voluntários normais. Dentre os
indivíduos com doença maligna, o mRNA da TPO foi
detectado em 70% daqueles com metástases (7/10),
sendo que em 3 a Tg sérica foi negativa (< 5 ng/mL).
Naqueles sem metástase documentada o mRNA da
TPO foi detectado em 36% (39/110). Nestes,
observou-se correlação positiva com a presença de
metástase para linfonodo (p= 0,05), estadiamento (p=
0,01) e Tg elevada (p= 0,03).

A avaliação do mRNA de Tg por RT-PCR
quantitativo em crianças com doença tireoideana be-
nigna e maligna não mostrou diferença significativa
entre os 2 grupos. Nos pacientes previamente tratados
por carcinoma papilífero, o nível de mRNA de Tg
correlacionou-se com a PCI e com a Tg sérica (34).

Apesar destes resultados iniciais promissores,
questiona-se atualmente o verdadeiro valor e acurácia
da detecção do mRNA de Tg no acompanhamento do
CDT. Vários pacientes em aparente remissão clínica
(Tg sérica indetectável e PCI negativa) apresentam
mRNA circulante detectável (falso-positivo) e alguns
pacientes sabidamente com doença metastática apre-
sentam mRNA indetectável (falso-negativo).

A expressão no sangue do mRNA da Tg por
RT-PCR semi-quantitativo (com variação do número
de ciclos de 32 a 36) foi comparada entre pacientes
submetidos a tireoidectomia total por outra patologia
que não CDT (carcinoma medular de tireóide,
carcinoma de laringe e bócio multinodular atóxico) e
indivíduos normais (35). Não foi encontrada diferença
significativa da expressão do mRNA de Tg entre os 2
grupos. Além disso, o RNA foi detectado tanto na
camada de células mononucleares quanto de polimor-
fonucleares, sugerindo que células sangüíneas talvez
possam expressar o mRNA da Tg. Entretanto, deve ser
salientado que neste estudo os pacientes tireoidec-
tomizados não foram avaliados com cintilografia da
tireóide para avaliar possível remanescente tireoideano
pós-operatório.

No estudo por RT-PCR quantitativo com 57
pacientes tireoidectomizados não foi encontrada dife-
rença de expressão do mRNA de Tg entre indivíduos
com e sem metástase de CDT, questionando-se a
especificidade deste método (36). Entretanto, a meto-
dologia adotada foi diferente (não foi realizado trata-
mento com DNAse para prevenir amplificação de DNA
genômico, e a padronização da curva de concentração
foi feita com GAPDH e não com RNA de tireóide).

Diante de resultados tão conflitantes (tabela 3),
é difícil avaliar o verdadeiro valor do mRNA de Tg. No
entanto, realizando uma análise criteriosa da metodo-
logia utilizada pelos diversos grupos observa-se uma
enorme variedade de protocolos, o que certamente
justifica a discrepância entre os resultados. Em relação
ao processamento da amostra de sangue, observa-se
variação quanto a: 1) tipo de tubo em que a amostra é
coletada (com heparina, citrato, EDTA ou direta-
mente no tubo de extração contendo substância esta-
bilizadora de RNA), 2) volume de sangue utilizado
(0,3 a 10 mL), 3) separação de camadas celulares por
gradiente ou utilização de sangue total, 4) Kit de
extração de RNA (6 diferentes kits utilizados) e 5)
tratamento ou não do RNA extraído com DNAse
(tabela 4). Estudo de determinação de carga viral em
pacientes infectados pelo HIV demonstrou variação
significativa de acordo com o tubo utilizado: o nível de
RNA viral no plasma coletado em tubo contendo
EDTA foi, em média, 14% e 31% mais elevado que no
tubo com citrato e heparina, respectivamente (37).
Eszlinger e cols. (38), estudando pacientes com CDT,
comparou a eficácia de extração de vários métodos
(tubos com citrato ou EDTA, separação ou não de
camada mononuclear e processamento imediato, 24
horas ou 48 horas após a coleta) e concluiu que a
utilização de tubos com citrato com subseqüente sepa-
ração da camada mononuclear e extração imediata
garantem um melhor resultado. Entretanto, não foi
comparada esta metodologia com um dos métodos de
extração mais utilizados (amostra de sangue adicionada

Tabela 3. Comparação entre os resultados dos principais artigos publicados.

Autor, ano (ref) Detecção nos Detecção na Detecção no CDT Detecção no
controles doença benigna* em remissão CDT metastático

Ditkoff, 1996 (13) 0/7 (0%) 0/6 (0%) 7/78 (9,8%) 9/9 (100%)

Ringel, 1998 (15) 10/10 (100%) — 7/35 (20%) 14/14 (100%)

Biscolla, 2000 (32) 6/6 (100%) — 4/20 (20%) 2/3 (66,6%)

Savagner, 2002 (44) 10/10 (100%) 12/12 (100%) 3/15 (18%) 10/10 (100%)

Fugazzola, 2002 (45) 7/7 (100%) 3/3 (100%) 19/25 (76%) —

Denizot, 2003 0/4 (0%) — 0/8 (0%) 1/7 (14,3%)

Chinnappa, 2004 0/51 (0%) 3/27 (11%) 2/31 (6,4%) 8/8 (100%)

* Doença autoimune ou bócio multinodular.
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diretamente em tubo estéril contendo substância
estabilizadora de RNA).

Os diversos estudos também divergem quanto à
metodologia de RT-PCR: 1) quantidade de RNA total
utilizado para a síntese de cDNA (1,0 ng a 11,5 µg),
2) quantidade de cDNA empregada para realização da
PCR, 3) seqüência de oligonucleotídeos escolhida, 4)
tipo de amplificação (PCR qualitativo, nested, semiquan-
titativo, quantitativo) e 5) número de ciclos (tabela 4).

Com relação ao número de ciclos, Bojunda e
cols. (39) compararam 2 métodos com sensibilidades
distintas, o primeiro utilizando PCR com 30 ciclos
(com capacidade de detectar 50 a 100 células expres-
sando mRNA de Tg) e o segundo com 40 ciclos (com
capacidade de 20 a 30 células). Foi extraído RNA total
de vários tecidos e de sangue de indivíduos com CDT
(com e sem metástase), doença benigna tireoideana e
voluntários normais. Após 30 ciclos de amplificação, o
mRNA de Tg foi encontrado no sangue de 9 dos 13
pacientes (69,2%) com metástase. Com aumento para
40 ciclos, observou-se incremento da sensibilidade,
detectando em 11 destes 13 pacientes; entretanto,
houve perda da especificidade, com detecção do
mRNA da Tg em várias amostras de tecido não-
tireoideano, como timo, supra-renal, hipófise, pulmão,
testículo e apêndice.

Da mesma forma que se acreditava que a
expressão do mRNA do receptor de TSH era exclusiva
do tireócito e hoje se sabe que é encontrado também
em adipócitos e linfócitos (40,41), pode ser que o
mRNA da Tg também seja expresso por outras células,
fenômeno denominado de transcrição ilegítima.

Gupta e cols. (42) investigaram a especificidade
de diferentes pares de seqüências de oligonucleotídeos
iniciadores (primers) em amplificar o mRNA de Tg e
do receptor de TSH (TSHR) em sangue de indivíduos
normais e em amostra de câncer de tireóide. Para isto
foram escolhidos 4 pares de primers de TSHR e 3
pares de Tg já descritos previamente na literatura
(13,15,43). Foi observado que todos os primers de
TSHR e de Tg foram capazes de amplificar os
respectivos mRNAs extraídos a partir de tecido.
Quando os experimentos foram realizados com RNA
extraído a partir de sangue (camada de células mono-
nucleares), somente 1 par de primers de TSHR e 1 de
Tg não amplificou. Estes resultados sugerem que células
sanguíneas talvez possam expressar estes mRNAs.
Entretanto, é provável que o processamento pós-trans-
cripcional (splicing) seja distinto nas células tireoi-
deanas e não-tireoideanas e que a seleção do primer
possa determinar maior especificidade ao método.

Splicing alternativo do mRNA de Tg pode
afetar não somente a especificidade, como também a
sensibilidade, especialmente se a seqüência de oligonu-
cleotídeos empregada for direcionada para áreas sabi-
damente de risco de splicing. A possibilidade de resul-
tado falso-negativo decorrente de splicing alternativo
foi avaliada por Savagner e cols. (44). Para estimar o
risco de erro na medida do mRNA de Tg, foi calculada
a percentagem de uma das formas variantes do mRNA,
comparando com o total de mRNA de Tg em células
tireoideanas circulantes. Cerca de 20% dos pacientes
avaliados apresentaram este splicing alternativo, corres-
pondendo a até 33% do valor total.

Tabela 4. Diferença da metodologia empregada para amplificação de mRNA de tireoglobulina.

Variáveis Diferenças de Protocolo
Tubo para coleta de sangue Heparinizado14,36,48; contendo citrato38; 

EDTA29,33-37,40,46,48; ou diretamente em tubo contendo
substância estabilizadora de RNA13,15,31,32,44,45,47

Volume de sangue 1,032,45 a 10 ml14,36

Preparo do sangue para extração Separação por gradiente de camadas
celulares14,33,34,36,39,42,48 ou extração a partir de 
sangue total13,15,30-32,38,44-47

Kit de extração de RNA TRIzol14,15,31,32,35,36,42,44,45,48; RNA STAT 6013; PUREscript30,34,46,47;
Rneasy blood33,35,39; QIAmp RNA blood38; PAXgene blood RNA49

Amplificação de DNA genômico Tratamento do RNA com DNAse; uso de primers em exons
ou RNA distintos

Quantidade de RNA 1,0 ng48 a 11,5 mcg38

Seqüência de oligonucleotídeos Escolha de primers localizados em diversas regiões do 
iniciadores gene de tireoglobulina, englobando ou não áreas 

sujeitas a splicing alternativo.

Tipo de amplificação PCR qualitativo13-15,39,42,45,46; nested PCR32,33,48; 
PCR semi-quantitativo35; PCR quantitativo30,31,34,36,38,44,47,49

Número de ciclos 3014,39,42 a 35+3533
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Mais recentemente, foram estudados 36 pacien-
tes com CDT em aparente remissão e com anticorpo
anti-Tg negativo (45). Foram dosados Tg sérica por 2
métodos com sensibilidade de 0,9 µg/L e 0,1 µg/L
(Tg altamente sensível), além do mRNA de Tg, antes
e após a administração de TSH recombinante. Foi
avaliado o grau de concordância entre estes exames e a
avaliação clínica (USG cervical, PCI, Tg altamente
sensível após TSH recombinante). A Tg com sensi-
bilidade de 0,9 µg/L apresentou concordância de 53%
no basal e 55% após estimulação com TSH. O RNA
concordou com a avaliação clínica em 66% no basal e
pós-estimulação. Neste estudo, as condições da RT-
PCR foram otimizadas para evitar transcrição
ilegítima. Foi primeiramente estabelecida a quantidade
de cDNA oriundo de células K562 (células de leuce-
mia mielóide crônica) que não determina amplificação
de Tg. Com base neste dado, foi posteriormente feita
padronização para as amostras de sangue dos pacien-
tes. Nestas condições, não foi observada amplificação
de mRNA de Tg no paciente com agenesia tireoi-
deana. Desta forma, o emprego de uma metodologia
que diminua o risco de interferência da transcrição
ilegítima talvez possa ser útil.

Apesar da possibilidade de baixa especificidade
por transcrição ilegítima da Tg ou por variantes de Tg
em células não tireoideanas, não se pode, até o mo-
mento, afastar a hipótese de alta sensibilidade do mé-
todo, diagnosticando precocemente a recidiva. Somen-
te o acompanhamento a longo prazo dos pacientes
estudados poderá definir se aqueles com mRNA
detectável apresentam maior risco de recorrência
tumoral. Nos 28 pacientes com CDT estudados por
Grammatopoulos e cols. (46), a identificação de metás-
tases na PCI correlacionou-se melhor com mRNA do
que com a Tg sérica. Cinco destes pacientes foram
estudados prospectivamente com coleta de sangue a
cada 2 meses. Quatro mantiveram Tg e mRNA de Tg
indetectáveis. No outro paciente, o mRNA estava pre-
sente apesar da Tg indetectável; no entanto, durante o
acompanhamento a Tg sérica elevou-se e a PCI identi-
ficou metástases.

Elisei e cols. (47), utilizando metodologia crite-
riosa (primers selecionados para evitar formas variantes
de Tg e tratamento com DNAse para evitar ampli-
ficação genômica), estudaram 80 pacientes com CDT
e 20 indivíduos normais. Foram encontradas sensibi-
lidade de 82,3% e especificidade de 24,2%. Os 9 pa-
cientes com RNA detectável, sem outra evidência de
doença, foram reavaliados após 4 anos com dosagem
de Tg sérica basal e estimulada, que se manteve inde-
tectável. Desta forma, o mRNA não foi capaz de pre-

dizer a recorrência tumoral, sugerindo falso-positivo.
Deve-se ressaltar, entretanto, o número pequeno de
pacientes envolvidos e o curto período de acompa-
nhamento.

Com base nestes resultados conflitantes, a
amplificação de mRNAs característicos da tireóide não
parece ser, até o momento, superior aos métodos sen-
síveis de dosagem de Tg sérica já existentes. No estudo
realizado em nosso Serviço foram avaliados 32 pacien-
tes com carcinoma da tireóide. A Tg sérica em
supressão e o mRNA de Tg no sangue apresentaram
sensibilidade de 75% e especificidade de 100% e 61,1%,
respectivamente. Nos pacientes em que se detectou o
mRNA de Tg no sangue não foi observado um maior
risco de recidiva num período de até 24 meses de
acompanhamento, sugerindo resultado falso-positivo.

Desta forma, a aplicabilidade clínica do teste de
mRNA de Tg só será possível após padronização de
técnica capaz de distinguir a amplificação específica da
não específica (transcrição ilegítima). Este esforço é
válido, pois o anticorpo anti-Tg está presente em um
percentual considerável de pacientes com CDT, limi-
tando a utilização da Tg sérica como marcador
tumoral.
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