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Resumo

RESUMO

O carcinoma diferenciado de tiredide (CDT) abrange 95% de todas as
doencas malignas da tire6ide. Nos EUA, aumentou em 2,4 vezes nos ultimos
anos (1973-2002). O seu tratamento inclui tireoidectomia total, seguido por
terapia com radioiodo e supressdo do TSH com L-tiroxina. A doenca pode
recidivar em ~20% dos casos, sendo necessaria avaliacdo periddica através
de exames de imagens e dosagem de tireoglobulina sérica (TGs). Os
Anticorpos (Acs) anti-TG podem ser detectados em 15 a 25% dos pacientes,
comprometendo, parcialmente, o uso da TGs como marcador de recidiva do
cancer. Um método alternativo proposto para monitorar os pacientes é a
deteccdo de células tireoidianas em sangue periférico, através da
mensuracdo do RNA mensageiro de TG (RNAmM-TG) pela técnica de RT-
PCR em tempo real. Esta nova metodologia aumenta a sensibilidade da
deteccdo desta molécula. O objetivo deste estudo é verificar a significancia
da quantificacdo do RNAmM-TG, como método diagnéstico complementar no
acompanhamento a longo prazo de pacientes com CDT. Amostras de
sangue de 45 pacientes (25 sem metastase, 14 com metastase ganglionar e
6 com metastase a distancia) foram coletadas nos tempos: antes e 24, 48,
72 horas, 7 dias, 1, 3, 6, 9 meses, 1, 2, 4, 5, 6 e 7 anos ap06s a dose ablativa
de radioiodo. Foi realizada extensiva padronizacdo da técnica com a
finalidade de excluir interferéncias metodoldgicas, empregando dois genes
controles interno (GAPDH e HPRT1) para o célculo da concentracdo do
RNAm-TG. Concomitantemente foi realizada a mensuracado de TGs, perfil
hormonal e de anticorpos anti-TG. A pesquisa de corpo inteiro, realizada 7
dias apdés a dose terapéutica, estabeleceu o estadio clinico inicial dos
pacientes. Nao foi possivel estabelecer um valor de corte para o RNAmM-TG.
O RNAm-TG néo diferenciou os estadios clinicos da doenca ao longo do
tempo, independente do gene controle interno utilizado, e tampouco quando
analisaram-se os dados na presenca de Acs anti-TG e TSH=30ng/mL. A
TGs diferenciou os estadios clinicos ao longo do tempo. Concluiu-se que, o
RNAmM-TG nao é um bom marcador de recidiva do CDT, mesmo quando
considerou-se critérios de padronizagcdo da técnica, avaliagdo em longo
prazo e presenca de Acs anti-TG, sendo assim nao poderia ser utilizado
como método diagndstico complementar no acompanhamento de pacientes
com CDT. Este estudo demonstra que a técnica de RT-PCR em tempo real é
muito sensivel perdendo especificidade, inviabilizando sua utilizacdo no
acompanhamento dos pacientes com CDT.

Descritores: tireoglobulina, RNA mensageiro, reagcdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa, neoplasias da glandula tiredide,
radiois6topos do iodo/uso terapéutico.



Summary

SUMMARY

The differentiated thyroid carcinoma (DTC) encloses 95% of all thyroid
malignant disease. In USA, it increased 2,4 times in recent years (1973-
2002). The treatment includes total thyroidectomy, ablation with radioiodine
(RAI) followed by TSH suppression with L-Thyroxine. The cancer recurrence
occurs in 20% of the cases. Periodic evaluation through imaging
examinations and serum thyroglobulin (TG) measurements by imunoassays
method is recommended for careful follow-up of these patients. The anti-TG
antibodies prevalence is 15-25% and would impair, partially, the serum TG
use as a tumor marker. An alternative method to identify the recurrence of
the tumor is the thyroid cells detection in peripheral blood, through the TG
messenger RNA quantification (mRNA-TG) by real time RT-PCR. This new
methodology increases the sensitivity detection for this molecule. The
objective of this study was to verify the mRNA-TG peripheral blood
quantification significance, as a complementary diagnostic method in the long
term follow up of patients with DTC. Fourty five blood samples from patients
with DTC have been collected before and 24, 48, 72 hours, 7 days, 1, 3, 6, 9
months, 1, 2, 4, 5, 6 and 7 years after the ablation therapy. Extensive
technique standardization for mRNA-TG measurements was carried out to
exclude methodological interventions and two housekeeping genes (GAPDH
and HPRT1) were used to calculate the mRNA-TG concentrations.
Concomitantly, serum TG measurements, hormonal profile and antibodies
anti-TG assays were performed. The whole body scan was performed 7 days
after RAI ablation to determine the stage of the disease. It was not possible
to establish a cut-point value for mRNA-TG. The mRNA-TG did not
differentiated the clinical stage of the disease in the long term follow-up and
neither in the presence of anti-TG antibodies and TSH=30ng/mL. Serum TG
was able to differentiate the clinical stage of the patients during the follow-up.
In conclusion mMRNA-TG is not a good marker for the DCT recurrence, even
when technical standardization, long term evaluation and the presence of
antibodies anti-TG were considered. Thus it could not be used as a
complementary diagnostic method in the DTC patients follow-up. This study
confirmed the high sensivity of the real time RT-PCR whereas with very low
specificity, consequently is unviable to be used in the DTC patients follow-up.

Descriptors: thyroglobulin, RNA messenger, reverse transcriptase
polymerase chain reaction, thyroid neoplasms, iodine radioisotopes
/therapeutic use.
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I. INTRODUGAO

Carcinoma Diferenciado de Tiredide

O carcinoma diferenciado de tiredide (CDT) é a mais frequiente
doenca maligna endécrina abrangendo 95% de todas as doencas malignas
da tiredide Os CDT podem ser classificados em dois tipos histolégicos
distintos: papiliferos e foliculares que, em regides com ingestao suficiente de
iodo, correspondem a 80% e 10% de todos os carcinomas de tiredide,
respectivamente (Bellantone, et al., 2001; Parthasarathy et al., 2002; Hu et
al., 2006).

A incidéncia do cancer de tiredide vem aumentando em muitos paises
nos ultimos 30 anos (de 3,6/100.000 em 1973 para 8,7/100.000 em 2002,
nos EUA, o que significa um aumento de 2,4 vezes).

Este aumento de 5,1/100.000 na incidéncia dos canceres de tiredide,
€ devido ao aumento da incidéncia dos canceres papilares, (2,7 para
7,7/100.000 habitantes neste periodo). Este fato deve-se principalmente a
maior deteccdo de pequenos carcinomas e melhora na acuracia do
diagnéstico (ultrassonografia e Puncado por Agulha Fina). Apesar desse
aumento, a taxa de mortalidade manteve-se estavel durante estes 30 anos
(1973-2002), sendo de aproximadamente 0,5 mortes por 100.000 habitantes.
A sobrevida, de 20 anos, para o cancer papilifero é de 95% e para o cancer
folicular é de 70 a 80% (Davies et al., 2006; Coelho et al., 2006; Pacini et al.,
2008). Quando diagnosticados precocemente, sdo curaveis na maioria dos

casos, mas quando recidivam, podem causar significante morbidade e
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mortalidade, especialmente quando se detecta presenca de metastases no
inicio do diagndstico (Rosario et al., 2004; Hu et al., 2006).

As metastases sdo, na maioria das vezes, ganglionares. As lesdes
extra-cervicais representam até 30% das recidivas e sdo, em sua maioria,
pulmonares e, menos comumente 6sseas. Estas Ultimas apresentam um pior
prognaéstico (Ditkoff et al., 1996; Rosario et al., 2004).

O tratamento de céancer de tiredide inclui tireoidectomia total,

tratamento actinico (terapia com radioiodo — 1'®")

e reposicao hormonal com
L-Tiroxina, tendo o cuidado de manter o TSH suprimido por um longo
periodo. A recidiva da doenca que pode aparecer em 20 a 40% dos casos,
na maioria das vezes, é cervical e geralmente ocorre nos trés primeiros anos
apds a tireoidectomia. Por isso, é necessario avaliar os pacientes
periodicamente, através de exames de imagens (pesquisa de corpo inteiro —
PCI e Ultrassonografia - USG) e dosagens de tireoglobulina sérica (TGs)
pelo método imunofluorimétrico. Em uma minoria dos casos a recorréncia
local ou distante pode se desenvolver apds muitos anos do tratamento inicial
(Spencer et al., 1996; Ringel et al., 1999; Savagner et al., 2002; Frasoldati et
al., 2003; Pacini et al., 2008). De acordo com a literatura, a dosagem da TGs
€ mais sensivel que a PCl e pode identificar recidiva da doenca
precocemente. A TGs >2 ug/L (apds estimulo com TSH) é recomendada
como um teste suficientemente sensivel no acompanhamento destes
pacientes (Mazzaferri et al., 2003; Huang et al., 2006; Cooper et al., 2006).

Apesar dos canceres de tiredide, em geral, serem trataveis e de bom

prognéstico, € necessario um constante monitoramento clinico,
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principalmente nos casos em que se detecta presenca de anticorpos anti-
tireoglobulina (Acs anti-TG), ou ainda naqueles casos em que nao ocorre a
elevacao desejada do TSH, mesmo apds a retirada da levotiroxina (Rosario
et al., 2005; Milas et al., 2007). Desta forma, a identificacdo de marcadores
para a patogénese do cancer, pode contribuir com o diagndstico precoce de
metastases e colaborar com o tratamento clinico. A partir dai, varios
pesquisadores tém se empenhado em encontrar aquele marcador que

melhor reproduz a atividade da doenga recorrente.

Tireoglobulina Sérica

A Tireoglobulina (TG), proteina sintetizada por células foliculares de
tire6ide, & codificada por gene de pelo menos 300 kb localizado no
cromossomo 8, que contém 48 exons. A TG é uma glicoproteina
homodimérica de 660 kDa, formada por 2 subunidades idénticas, unidas por
ligacdo nao-covalente, podendo apresentar-se de forma heterogénea em
decorréncia de processamento alternativo (splicing alternativo) do seu
RNAm (Mendive et al., 2001).

A TG sérica (TGs) € um marcador muito Util para detectar tecido
tiredideo residual, recorrente ou metastatico em pacientes com CDT,
principalmente quando dosado apés elevacao do TSH pela suspensao da L-
Tiroxina. Apesar da sua utilidade, a técnica pode apresentar algumas
dificuldades que diminuem sua utilidade clinica conforme comentado por

Spencer et al., 1998 e 1999:
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a) sensibilidade insuficiente de alguns estojos comerciais: pelo uso de
coeficiente de variacao interensaio de 20%, o que limita a deteccao de niveis
reduzidos de TGs, como por exemplo, em uma recorréncia inicial do CDT;

b) efeito “gancho” quando a concentracdo de TG é muito alta: isso
acontece principalmente nos ensaios imunométricos — IRMA, onde parte da
proteina é levada na etapa de lavagem do ensaio;

c) grande variagao inter-ensaio: ocorre pela mudanca de reagentes e
instrumentos de calibracado, ja que o intervalo do acompanhamento destes
pacientes varia de 6 a 12 meses, uma variagao de 2 para 4 ng/mL poderia
representar uma duplicagdo da carga tumoral;

d) diferencas na padronizacdo: muitos métodos de dosagem de TGs
ndo sao padronizados pelo "European Community Bureau of Reference -
CRM-457",

e) interferéncia de Ac anti-TG: leva a resultados falso-negativos.

O estimulo do TSH end6geno aumenta a sensibilidade na deteccéao
desta proteina. No entanto, a interrupgéao da reposi¢cao hormonal, que leva o
paciente ao hipotireoidismo, pode trazer conseqiiéncias como a sensivel
queda na qualidade de vida, podendo afastar o paciente das suas atividades
além da possibilidade de estimular o crescimento de células tumorais (Guasti
et al., 2007; Regalbuto et al., 2006; Robbins et al., 2006; Botella et al., 2005).

Algumas modificagbes tém sido introduzidas nas técnicas de
dosagem de TGs e no preparo do paciente, para assim tentar solucionar os

problemas citados. Um exemplo é que radioimunoensaios (RIA) foram
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substituidos por ensaios imunométricos mais sensiveis (IRMA). Os RIAs
podem ser mais susceptiveis a interferéncia dos Acs anti-TG, enquanto os
métodos IRMA tém melhor sensibilidade, periodos curtos de incubacao e
sdo mais faceis de automatizar (Zophel et al., 2003; Spencer et al., 1998;
Feldt-Rasmussen et al., 1996).

Além disso, também foi introduzido o uso do TSH humano
recombinante, para elevar as concentracdes de TSH circulante capaz de
estimular a sintese de TG, mas sem o desconforto causado pela interrupcao
da L-Tiroxina. Apesar de o TSH enddgeno levar a niveis mais elevados de
TG, do que os obtidos apbs estimulo com TSH recombinante, as duas
metodologias sdo comparaveis quanto a sensibilidade (Pacini et al., 2006;
Béarbaro et al., 2003; Pacini et al., 2002; Robbins et al., 2001).

Todavia a interferéncia do Ac anti-TG ainda nao foi solucionada e
representa um significativo obstaculo na dosagem de TGs (Torrens & Burch,
2001 e Spencer, 2004).

Ha trés variaveis que podem afetar os niveis de TGs no organismo: 1)
a massa de tecido tireoidiano presente (benigno ou neoplasico), sendo o
fator dominante na vigéncia de terapia supressiva com LT4; 2) o grau de
estimulo do receptor de TSH e 3) a habilidade intrinseca do tumor em
sintetizar e secretar TG.

O principal fator que influencia na concentracdo de TGs é a
concentracdo de TSH sérico, apesar de sua secrecdo nao ser totalmente
dependente do TSH (administracéo de iodo, radioiodo e drogas anti-tiredide

também elevam os niveis de TGs). Mesmo assim, o grau de resposta da TG
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ao estimulo pelo TSH no tecido neoplasico é altamente variavel de tumor

para tumor (Spencer et al., 1999; Gardner et al., 1979).

Anticorpos Anti-Tireoglobulina

A tireoidectomia total, com posterior ablagdo de restos tireoidianos
com radioiodo, pode levar a total eliminacdo de producdo de TG e,
consequentemente, da producdo de Ac anti-TG devido a eliminacdo do
tecido produtor do antigeno, portanto, os Ac devem diminuir gradativamente
da circulagao até desaparecer por completo. Sendo assim, a persisténcia de
Acs anti-TG na circulagao, por um longo periodo ou a sua elevagao, sugere
que ha presenca de tecido produtor de TG e, neste caso, alta probabilidade
de metastase (Chiovato et al., 2003).

Aproximadamente 15 a 25% dos pacientes com CDT apresentam Acs
anti-TG circulantes, quando comparado com a populacdo geral (11%)
(Spencer, 2004 e Robbins & Schlumberger, 2005).

Ha mais de trinta anos, € consenso que ha interferéncia do Ac anti-TG
na dosagem da TGs pelos ensaios imunométricos (IRMA) utilizando Acs
monoclonais ou RIA (radioimunoensaios) com duplo Ac. A presenca de Acs
anti-TG é considerado o problema técnico mais sério que compromete 0 uso
da TGs como marcador de recidiva do CDT (Spencer et al., 2005; Spencer
et al., 1998; Coelho et al., 2006).

Spencer e colaboradores (1998), avaliaram a interferéncia clinica e
laboratorial dos Acs anti-TG nos valores de TGs, mostrando que a
interferéncia dos Acs acontece tanto com seus titulos altos quanto baixos.

Pacientes com metastases a distancia e TGs indetectavel ou pacientes
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aparentemente livres da doenca e sem remanescentes tireoidianos foram
identificados entre os casos com Ac anti-TG positivo. A magnitude da
interferéncia dos Acs na dosagem sérica da TG depende da afinidade e
capacidade de ligacao do Ac enddégeno e também do ensaio utilizado para
medida da TG. A técnica de RIA vem sendo substituida pela técnica de
IRMA por ser mais sensivel, mais rapida, portanto laboratorialmente mais
pratica e por melhorar a precisao interensaio, detectando o efeito gancho,

(Spencer et al., 1996).

RNA mensageiro de Tireoglobulina: um método alternativo

Um método alternativo proposto para identificar a recorréncia da
doenca tireoidiana é a deteccdao de tiredcitos circulantes em sangue
periférico, através da mensuracdo de RNA mensageiro (RNAm) de TG
(RNAmM-TG) por RT-PCR. Através da técnica de citometria de fluxo, Ringel e
colaboradores (1998) detectaram RNAmM-TG em sangue periférico,
sugerindo a presenca de células tireoidianas na circulagdo. Descobriu-se
que ha aproximadamente, trés células epiteliais tireoidianas por mililitro de
sangue de individuos normais. O mesmo grupo, utilizando a metodologia de
extracdo de RNA total, mostrou que o emprego do RT-PCR em tempo real
aumenta a sensibilidade da deteccdo do RNAmM-TG podendo indicar a
presencga de tecido residual, informacao de grande valor no seguimento dos
pacientes com cancer de tiredide.

Apbs estes trabalhos pioneiros, varios outros estudos foram

realizados empregando técnicas quantitativas ou semi-quantitativas de RT-
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PCR para deteccdo de RNAM-TG em sangue periférico. Alguns autores

mostraram resultados favoraveis ao uso da quantificagdo do RNAmM-TG para

0 acompanhamento destes pacientes:

Mostrando que o RNAm-TG varia de acordo com o tipo histolégico
do CDT: Tallini et al., 1998; Biscolla et al., 2000; Bellantone et al.,
2001;

Empregando a técnica de semi-quantificacdo por RT-PCR:
Fugazzola et al., (2002); Karavitaki et al., 2005; Kaczka et al.,
2005;

Empregando a técnica de quantificagdo por PCR em tempo real:
Ringel et al, 1999; Wingo et al, 199); Fenton et al, 2001,
Savagner et al., 2002;

ldentificacdo de metastase através da PCI correlacionando-se
melhor com o RNAmM-TG do que com sua dosagem sérica:

Grammatopoulos et al., 2003.

No entanto, outros pesquisadores apresentaram resultados com valores

de RNAm-TG nao concordantes entre o estadio da doenca:

Empregando a técnica de semi-quantificacdo por RT-PCR:
Bojunga et al., 2000, Bugalho et al., 2001 e Chinnappa et al., 2004;
Empregando a técnica de quantificacdo por RT-PCR em tempo
real: Takano et al., 2001; Eszlinger et al., 2002; Span et al., 2003;

Kaufmann et al., 2004, Verburg et al., 2004 e Elisei et al., 2004.
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Outros genes também vém sendo estudados com esta finalidade. Foi
demonstrado, através da quantificacdo do RNAm do simportador de sédio e
iodeto (NIS) por RT-PCR, que este gene nao seria um marcador tao sensivel
quanto o RNAm-TG (Biscolla et al., 2000; Ward et al., 2003). O outro gene
estudado é o receptor de TSH (rTSH). Chia e colaboradores (2007)
mostraram que o RNAm do rTSH poderia ser detectado em sangue
periférico com sensibilidade e especificidade comparavel com o RNAmM-TG.
Outros estudos com o gene rTSH mostraram resultados positivos, mas
apresentaram problemas técnicos que poderiam estar interferindo nas
conclusdes (Milas et al., 2007). Apesar de Ishikawa et al., 2006, mostrarem
que a expressao do RNAm do rTSH é tecido-especifica, discute-se a
hipétese improvavel se seria encontrada também em adipdcitos e linfocitos
(Francis et al., 1991 e Endo et al., 1995).

E consenso entre os pesquisadores da area que estes resultados
conflitantes orientam para a necessidade de novos estudos com a finalidade
de verificar a real importancia desta metodologia no seguimento destes
pacientes para o diagnéstico de metastases regionais e a distancia. Também
seria necessario definir o significado da elevacdo do RNAmM-TG e seus
valores de corte para poder realizar interpretagdes corretas da sua elevacao
em pacientes que ndao mostram evidéncia de recidiva da doenga. Cabe
mencionar que nenhum dos trabalhos publicados até o momento realizou um
seguimento de pacientes operados por cancer de tiredide, através da

quantificacdo do RNAmM-TG por um longo do tempo. Em todos os casos
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estudou-se somente um determinado periodo do acompanhamento clinico

dos pacientes (Elisei et al., 2004).
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Il. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi:

- Quantificar o RNAM-TG, em sangue periférico de pacientes com cancer de
tiredide, através da técnica de RT-PCR em tempo real, para verificar sua
significancia como método diagndstico complementar no acompanhamento

destes pacientes, a longo prazo.
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lll. CASUISTICA E METODOS

CASUISTICA

Um total de 45 pacientes com CDT, atendidos na Unidade de Tiredide
da Disciplina de Endocrinologia ou Disciplina de Cabeca e Pescoco do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo, foram incluidos neste estudo. O protocolo foi aprovado pelo Comité
de Etica da Instituicdo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi
obtido de cada um dos pacientes.

A maioria era do sexo feminino (82%; 37/45) e 18% (8/45) do sexo
masculino. A idade dos pacientes variou de 20 a 81 anos de idade (média:
47,8 anos). Todos haviam sido submetidos a tireoidectomia total e
encaminhados para tratamento ablativo com radioiodo.

No inicio do projeto tinham sido incluidos no estudo, 54 pacientes. Por
diferentes motivos, como: procura de outro servico, mudanca de endereco,
desisténcia do protocolo de pesquisa ou ndo comparecimento as consultas,
nove pacientes ndao continuaram o protocolo. Os pacientes 24-DCM, 39-MAS
e 43-ALB foram a 6bito no transcurso do estudo.

Dentre o0s quarenta e cinco pacientes, a maioria apresentava
carcinoma papilifero (69%) e 27% carcinoma folicular de acordo com o
resultado do anatomo-patolégico. Nao foi possivel ter acesso ao laudo de
dois pacientes (4%).

Os pacientes apresentavam os seguintes estadios clinicos da doenca

ao diagnostico (pela PCI de 7 dias ap6s RIT) :
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e sem metastase (NOMO): n= 25 (57%)
e metastase ganglionar (N1): n= 14 pacientes (30%)

e metastase a distancia (M1): n=6 (13%)

Durante o acompanhamento a longo prazo, o estadiamento clinico de
alguns pacientes mudou. Um paciente M1 foi reclassificado como SM 1 ano
apos RIT. Dos pacientes com MG, sete deles mudaram para o estadio
clinico SM, respectivamente: trés apos 1 ano da RIT, 1 apds 4 anos, 1 apos
5 anos, 1 ap6s 6 anos, 1 apds 7 anos e 1 paciente mudou para o estadio MD
3 anos apo6s RIT. Os pacientes SM nao apresentaram mudanca de estadio

clinico durante o acompanhamento.

Os pacientes receberam doses de radioiodo entre 100mCi e 400mCi,
conforme determinacdo do servico de Medicina Nuclear do Hospital das
Clinicas da FMUSP. Todos os pacientes foram orientados a suspender o0 uso
da L-tiroxina de 3 a 4 semanas antes do tratamento com radioiodo, com o
intuito de elevar os niveis de TSH (>30 uU/mL) (Cooper et al., 2006) e assim
aumentar a captacao do radionuclideo. A dose de radioiodo foi estabelecida
apos realizacado de Pesquisa de Corpo Inteiro (PCl)/Captagcao antes da dose
terapéutica de radioiodo. Apds o tratamento, os pacientes foram submetidos

a exames de sangue e PCl aproximadamente 7 dias apés.

Durante o estudo, 6 pacientes foram submetidos a uma segunda dose

de radioiodo. A paciente 36-NMS, a qual apresentava MG ao diagnéstico,
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recebeu a segunda dose apds 3,5 anos do inicio do estudo, quando
desenvolveu MD. A paciente 40-BLS (MD), recebeu a segunda dose 1,5
anos apos, 42-10S (MD) apés 1 ano e 2 meses, 26-MOF (MG) apés 4 anos,
32-VON (SM ao diagndéstico, mas com desenvolvimento de MD apdés 5 anos)
recebeu a segunda dose 6 anos e 3 meses apos e a paciente 44-FFC (MD)
apos 1 ano e 5 meses. Duas pacientes foram incluidas no estudo quando
iriam receber uma segunda dose do radioiodo (10-MAK e 12-APC). No

momento da inclusdo, ambas apresentavam apenas restos tireoidianos.

As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas nos seguintes
periodos: basal (antes da RIT) e apés 24, 48, 72 horas, 7 dias, 1, 3, 6, 9
meses, 1, 3, 4, 5, 6 e 7 anos. A coleta foi feita em seringa seca e o sangue
imediatamente adicionado no trizol. No mesmo momento, coletou-se sangue
para dosagens séricas dos horménios tireoidianos (TSH, T3, T4, T4L), Tg
sérica (IRMA) e Acs anti-TG (RIA) (conforme fluxograma).

Foram utilizadas também amostras de RNA total de sangue periférico

de 12 individuos, sem doenga maligna tireoidiana, como controles normais.



Fluxograma 15
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METODOS

Coleta de sangue para extracao de RNA total

Foram colhidos 2 mL de sangue periférico em seringa seca de cada
paciente, em cada tempo do estudo. Transferiu-se 1 mL sangue para tubo
Falcon contendo 3 mL de TRI Reagente (Invitrogen). Imediatamente apés,
os tubos foram vigorosamente agitados durante 30 segundos.

Estas amostras foram armazenadas em freezer -80°C até o momento

da extracdo de RNA total.

Extracao de RNA total do sangue periférico

Adicionou-se 800 pL de cloroférmio ao tubo Falcon contendo 1 mL de
sangue e 3 mL de Trizol. Agitou-se vigorosamente por 15 segundos e
incubou-se a temperatura ambiente (25°C) por 15 minutos. Posteriormente,
todo o material foi transferido para tubos tipo Eppendorfde 2,0 mL que foram
centrifugados a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi
transferida para novo tubo Falcon de 15 mL o qual continha 2,5 mL de alcool
isopropilico, agitou-se gentilmente e incubou-se por 10 minutos a
temperatura ambiente. Transferiu-se este material para outro tubo tipo
Eppendorf de 1,5 mL e centrifugou-se a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C.
Desprezou-se a fase liquida e adicionou-se 1000 pL de etanol a 70%
(preparado com agua Depc 0,04%). Ap6s agitagdo, centrifugou-se
novamente a 7.500 rpm por 5 minutos a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante
e, depois de seco, o RNA foi ressuspendido em 50 uL de agua Depc. O

material foi conservado a -80°C até a reextracao.
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Reextracao do RNA total

Nos tubos contendo RNA adicionou-se 750 pL de Trizol, agitou-se
vigorosamente e incubou-se a temperatura ambiente por 15 minutos.
Adicionou-se 200 pL de cloroférmio com posterior agitagao por 15 segundos.
Apés a incubacao por 15 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se o
material por 15 minutos, a 12.200 rpm a 4°C. Transferiu-se a fase aquosa
para tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL, adicionou-se 500 pL de alcool
isopropilico, agitou-se gentilmente e incubou-se por 10 minutos em
temperatura ambiente. Apds centrifugagdo por 10 minutos a 12.000 rpm a
4°C o sobrenadante foi descartado. Etanol 70% foi adicionado e centrifugou-
se novamente por 5 minutos a 12.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
removido e o excesso do alcool foi retirado com pipeta. Depois de seco, o
RNA foi ressuspendido em 50 puL de agua Depc e armazenado no freezer -

80°C até sua utilizagao.

Quantificacao do RNA total

A quantidade e pureza do RNA foram avaliadas através de
espectrofotometria no aparelho GeneQuant Pro (Pharmacia Biotech,
Cambridge). A absorbancia das amostras foi medida nos comprimentos de
onda de 260nm e 280nm, sendo que DO.g=1 corresponde a 40ng/uL de
concentracao. Foi considerado RNA de boa qualidade quando a razao DOy

/ DO2go, era 1,8 (Sambrook et al., 1989).
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Avaliacao da integridade do RNA

Para avaliar a integridade do RNA realizou-se eletroforese em gel de
agarose 1,5% em solucédo tampéao de TAE 1X e 0,001mg/mL de brometo de
etidio. A visualizacao das bandas que correspondem ao RNA 28S e RNA

18S indica assim a boa qualidade da amostra (figura 1).

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
de amostras de RNAs.

Purificacao do RNA
As amostras de RNA dos individuos controles normais foram
desalinizadas empregando-se as colunas Centricon -10 concentrators

(Amicon) seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante.

Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada no aparelho: PTC-100 (MJ Research
Inc. EUA), empregando-se: 2 uL de Random hexameros (50 uM), 1 uL de
dNTP (10 mM) (Applied Biosystems, Branchburg, NJ), 1 ug de RNA e agua
Depc g.s.p. 13,5 uL. Apés homogeneizacao, incubou-se a reacao a 65°C por
5 minutos e em seguida a 4°C por mais de um minuto. Acrescentou-se 4 pL

de tampéao da reacdo (Buffer 5X), 1 uL de DTT (0,1 M), 1 uL de RNAse Out
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(20 U/uL) e 0,5 uL de Super Script Il RNA H transcriptase reversa (200
U/uL) (Invitrogen, Carlsbad, Ca). Incubou-se esta reacdo por 60 minutos a

50°C seguida por 15 minutos a 70°C. O cDNA foi aliquotado e conservado a

—20°C.

Quantificacao da expressao génica por PCR em tempo real

A quantificacao da expressdo do gene TG foi realizada pela técnica
de PCR quantitativo em tempo real, empregando-se o aparelho Rotor-Gene
3000 (Corbett Research, Mortlake, Australia). A expressdao génica €
calculada a partir do valor do threshold cycle (CT), numero do ciclo em que a
reacdo de PCR entra em fase exponencial, que é proporcional a quantidade
de RNAmM do gene em estudo.

Foi avaliada também a expressao génica de GAPDH, HPRT1 e BG,
considerados genes controles internos e utilizados para a normalizacdo dos
valores de expressao de TG. Todos os oligonucleotideos iniciadores
empregados eram homoélogos a sequiéncias de exons consecutivos "intron

spaning primers", para evitar amplificacdo de DNA gen6mico (Tabela 1).
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Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacado dos
genes estudados.

. " " . N " Tamanho do
Iniciador "senso Iniciador "antisenso - .
Gene S e amplificado Referéncia
Posicéao posicao
(pb)
GAPDH GCTGGCATTGCCCTCAACGA GGCAGGGACTCCCCAGCAGT 187 Beillard et
exon 8 exon 9 al., 2003
HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 92 Vandesomp
exon 5 exon 6 ele et al.,
2002
GAGAAGTCTGCCGTTACTGC GGTGAGCCAGGCCATCACTA 214 Elenitoba-
BG exon 1 exon 2 Johnson et
al., 2002
TG GAGCCCTACCTCTTCTGGCA GAGGTCCTCATTCCTCAGCC 321 Savagner et
exon 10 exon 11 al., 2002

Os iniciadores do gene da TG foram escolhidos porque amplificam
uma regido entre os exons 10 e 11, na qual ndo foi identificado splicing
alternativo (Savagner et al., 2002).

A reacdo de PCR em tempo real inicialmente foi padronizada
considerando-se 0s seguintes parametros: melhor temperatura de
anelamento para cada gene, concentracao final dos iniciadores, quantidade
de magnésio e quantidade de cDNA. As melhores condicoes de amplificacao
foram: concentragao de iniciadores de 300 nm para o gene TG e 600 nm
para os genes GAPDH, HPRT1 e BG; concentragdo de cDNA de 1000 ng
por reacao e temperatura de anelamento de 62°C.

Todas as reagdes foram feitas em duplicatas num volume final de 15
puL contendo: 1,0 uL de cDNA; 7,5 uL de Absolute Syber Green (2X)
(Invitrogen, Carlsbad, CA); 0,45 uL de cada iniciador “senso” e “antisenso” a

10uM (tabela 1). Incubou-se inicialmente por 20 segundos a 95°C e
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posteriormente por 40 ciclos repetidos de 30 segundos a 62° C e 30

segundos de 72°C cada.

Nestas condicdes todos os genes foram amplificados eficientemente
(figura 2) com curva de denaturagdo (curva de Melting) com Unico pico

(figura 3) confirmando a especificidade da reacao.

Fluorescence

100}
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Figura 2: Amplificacdo dos genes GAPDH, HPRT1, BG, TG.
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Figura 3: Gréafico de denaturacao (curva de Melting) para os
fragmentos amplificados dos genes GAPDH, HPRT1, BG e TG.

Estas analises evitaram a necessidade de tratamento do RNA com
DNAse.

Para completar a padronizagédo das reagées de PCR em tempo real de
cada gene foi realizada curva padrdao de concentragcdo de CcDNA,
empregando-se diluicdo seriada de uma mesma amostra. Em todos os
casos, as curvas apresentaram valor de coeficiente de correlacdo (R?) e

eficiéncia (E) proximos de 1. (Figuras 4; 5 e 6).
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Figura 4: curva padrédo de amplificacdo do gene G (R?=0,99079;
E=0,86429).
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Figura 5: curva padrao de amplificacdo do gene HPRT1 (R°=0,99213;
E=0,91677).
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Figura 6: curva padrio de amplificacdo do gene GAPDH (R?=0,98855; E=1).
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Escolha do gene controle interno

Posteriormente, realizou-se a escolha dos genes controle interno a
serem empregados no estudo. Para isso, foi avaliada a expressao dos
genes, GAPDH, HPRT1 e B-Globina (BG) em amostras de RNA de sangue
periférico de 12 individuos controles normais.

Verificou-se que o gene PG encontrava-se altamente expresso se
comparado com o0s outros dois genes (médiatDP do CT: BG 6,82+1,27,
HPRT1: 24,59+0,93 e GAPDH: 18,19+2,23), sendo HPRT1 o gene com
menor coeficiente de variagdo (CV): HPRT1: 3,78%; GAPDH: 12,26%; BG

18,63%) (tabela 2, figura 7).

Tabela 2: Valores de expressao génica (em CT) dos genes HPRT1, BG e
GAPDH de amostras de RNA de sangue periférico de individuos controles
normais.

GAPDH HPRT1 BG
NORMAL 1 21,09 24 7,04
NORMAL 2 16 24,67 6,86
NORMAL 3 22,26 24,79 9,59
NORMAL 4 17,02 23,57 7,33
NORMAL 5 21,5 25,2 8,15
NORMAL 7 16,95 23,27 6,33
NORMAL 8 18,84 24,72 6,62
NORMAL 9 17,55 25,31 7,55
NORMAL 13 15,77 23,05 5,2
NORMAL 15 17,97 25,1 6,46
NORMAL 19 16,73 26,15 5,63
NORMAL 20 16,69 25,22 5,08
MEDIA 18,20 24,59 6,82
DESVIO PADRAO 2,23 0,93 1,27
CV 12,26% 3,78% 18,63

CV: coeficiente de variagcdo
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Figura 7: Valores de expressdo génica (em CT) dos genes
HPRT1, BG e GAPDH de amostras de RNA de sangue
periférico de individuos controles normais.

Para confirmar estes resultados e evitar erros devido a quantificacao
do RNA, as amostras foram dessalinizadas. Apdés a dessalinizacdo das
amostras de RNA, as médias dos valores de CT dos trés genes mostraram-

se mais homogéneos: BG: 10,54+0,61; GAPDH: 21,85+0,93 e HPRT1:

29,79+0,98 (tabela 3, figura 8) com menor CV (HPRT1: 3,30; GAPDH: 4,16;

BG: 2,27).
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Tabela 3: Valores de expressao génica em CT dos genes HPRT1,
BG e GAPDH de amostras de RNA de sangue periférico de
individuos normais ap6s purificacdo em coluna.

GAPDH HPRT1 BG
NORMAL 1 21,17 30,32 10,77
NORMAL 2 21,31 30,81 11,12
NORMAL 4 20,74 29,95 10,8
NORMAL 7 21,71 29,75 10,86
NORMAL 8 22,53 30,85 10,74
NORMAL 9 22,51 30,36 10,56
NORMAL 10 21,45 29,5 10,48
NORMAL 11 23,05 29,29 9,21
NORMAL 12 - 28,51 9,8
NORMAL 14 20,37 28,89 10,31
NORMAL 17 22,38 28,06 11,57
NORMAL 20 23,16 31,22 10,33
MEDIA ) 21,85 29,79 10,56
CV (%) 4,16 3,30 207
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Figura 8: Valores de expressao génica (em CT) dos genes HPRT1, BG e
GAPDH de amostras de RNA de sangue periférico de individuos
controles normais apés purificagdo em coluna.

Estes resultados mostraram que a expressao génica dos trés genes

foi mais homogénea apo6s dessalinizagdo das amostras. Contudo, como em
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ambos os experimentos o CV foi menor que 20% (valor de CV limite),
decidiu-se desenvolver o projeto com amostras ndo dessalinizadas.

Foram escolhidos como controles internos os genes: HPRT1, com
expressdo mais homogénea e GAPDH com valores de expressao
semelhantes aos do gene em estudo (TG). O gene BG néao foi utilizado por
estar altamente expresso nas amostras estudadas, se comparado com 0s
valores de expressao de TG.

Para determinar o método de célculo do RNAM-TG, foi feira analise de
correlacdo entre os valores de CT do gene TG e dos dois genes controle
interno. Em ambos os casos, o coeficiente de inclinagdo da reta foi menor
que 0,1 (em valores absolutos), confirmando que as eficiencias de
ampolificacao de todos os genes foram similares, o que permitiu o0 uso do
método de analise AACT (Figuras 9 e 10) (User Bulletin #2: ABI, 1997). Para
aplicacao deste método, em todos os experimentos foi utilizado como
calibrador uma mesma amostra de cDNA obtida a partir de RNA de sangue
periférico de individuo ndo portador de doenca tireoidiana. Os valores de
concentragdo de RNAmM-TG foram calculados como o quociente entre
RNAmM-TG e o RNAm de GAPDH (RNAmM-TGgappn) € entre 0 RNAM-TG e o
RNAm de HPRT1 (RNAmM-TGypgrr1) € expressos em Unidades Arbitrarias

(UA).
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y =-0,0774x - 0,2396
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Figura 9: correlacao do logaritmo da concentracéao de
amostra e o ACT dos genes TG e HPRT1.
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Figura 10: correlacéo do logaritmo da concentracéo de
amostra e o ACT dos genes TG e GAPDH.

Validacao do gene controle interno
Para verificar se os resultados de quantificacdo de RNAmM-TG
poderiam sofrer interferéncia do gene controle interno, analise de correlacao

de Spearman, dos valores de CT dos genes GAPDH e HPRT1 das amostras
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de RNA controles, mostrou ndo haver correlagdo entre eles (r=0,34) (Figura
11).

27.5+

25.0+

CT HPRT1

22.5+

20.0 T T | T 1
12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0

CT GAPDH
Figura 11: correlacéo dos valores de amplificacéo (CT)

entre os genes GAPDH e HPRT1 em amostras de
individuos controles normais (r=0,34).
Avaliacao da funcao tireoidiana e auto-anticorpos
As dosagens de T3 (ng/dL), T4 (ug/dL), T4L (ng/dL), TSH (pU/mL),
TGs (ng/mL) foram realizadas por método imunofluorométrico utilizando os
estojos comerciais Auto-Delfia (Perkin Elmer, Wellesley, MA, EUA). Os Ac

anti-TG (U/mL) foram dosados por fluoroimunoensaio indireto (Perkin Elmer,

Wellesley, MA, EUA).

Ultrassonografia de tiredide

Durante o acompanhamento dos pacientes foi realizada
ultrassonografia de tiredide, utilizando-se aparelho ALOKA SSD 500 com
transdutor linear de 7,5 MHz (Téquio, Japao). Os pacientes foram

examinados em decubito dorsal, com leve hiper-extensdo do pescoco.
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Utilizou-se gel para impedir a presenca de ar entre o transdutor e a pele o

que permite um contato adequado entre as duas superficies.
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IV. ANALISES ESTATISTICAS

Os valores de expressdo de RNAmM-TG e TGs nao apresentaram
distribuicao normal e portanto foram expressos em medianas. Para analise
dos dados foram utilizados os seguintes métodos: correlacdo de Spearman,
(Conover, 1980) para verificar a existéncia de correlacdo entre as variaveis
RNAm-TG, segundo os subgrupos de interesse. Foi aplicado ANOVA com
dois fatores, empregando transformacdo logaritmica da TG, por possuir
variabilidades bastante diferentes (Neter et. al., 1996). Apds a analise de
variancias foram realizadas comparacées multiplas de Bonferroni (Neter et.
al., 1996).

Foi utilizado o teste Mann-Whitney (Conover, 1980) e curva ROC
(Hosmer e Lemeshow, 2000) para determinar valor de corte para o RNAm-
TG.

O nivel de significancia dos testes foi de a=0,05.
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V. RESULTADOS

Funcao Tireoidiana dos Pacientes

Os resultados das dosagens de TSH, T3 total, T4 total, T4 livre de
todas as amostras colhidas dos pacientes para avaliagdo da funcao
tireoidiana estdo apresentados nos anexos 1-3.

A média dos valores de TSH e T4L mostraram que os pacientes
apresentavam-se em hipotireoidismo do periodo basal até 1 semana apés

RIT (figuras 12 e 13).

No tempo pré-RIT (basal), 5 pacientes, embora em hipotireoidismo,
apresentavam TSH menor que 30pU/mL (Pacientes 44-FFC: 5,3uU/mL; 39-
MAS: 11,2uU/mL; 22-MVB: 21,8uU/mL; 38-SOS: 29,4 pU/mL; 19-MSC: 28,7
pU/mL) com niveis de T4L baixos ou no limite inferior da normalidade
(pacientes 44-FFC: 0,4 ng/dL; 39-MAS: 0,7 ng/dL; 22-MVB: 0,2 ng/dL; 38-

SAS: <0,2 ng/dL; 19-MSC: <0,2 ng/dL) (anexos 1-3).
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Figura 12: concentragcdes de TSH antes e apdés a RIT de todos os
pacientes (médiaxDP).
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Figura 13: concentracfes de T4L antes e ap6s a RIT de todos os
pacientes (médiaxDP).
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Pesquisa de corpo inteiro

A Pesquisa de Corpo Inteiro (PCI), foi realizada em 45 pacientes para
definir seu estadiamento clinico ap6s 7 dias da dose de RIT. Em 6 pacientes
foi diagnosticada metastase a distancia, que tinham sido observadas na PCI
pré-dose. Em 14 pacientes, a PCIl pds-dose detectou metastases
ganglionares, sendo que na PCI pré-dose, 4 deles ja a apresentavam e 10

deles apresentavam apenas restos tireoidianos.

Dos outros 26 pacientes, 16 apresentavam restos tireoidianos na PCI
de 7 dias pos dose, 8 apresentavam auséncia de tecido e 2 nao realizaram o
exame ou o realizaram em outro servico, mas apresentavam restos

tireoidianos na PCI pré-dose.

Aproximadamente 2 a 3 anos apdés a primeira RIT 3 pacientes
realizaram a PCIl novamente e ainda foi detectada presenca de restos
tireoidianos (2 dos quais apresentavam na PCIl p6s-dose e um apresentava

MG neste mesmo periodo).

Ultrassonografia

Durante o acompanhamento, os pacientes que compareceram ao
servico de Endocrinologia a tiredide nao foi identificada em sua projecao
habitual com auséncia de imagens tumorais na projecao da loja tireoidiana e
auséncia de adenomegalia cervical, com exce¢ao dos pacientes 15-FSV, 16-
L-F, 5-CVV, 21-RLS (SM) e 44-FFC (MD), que apresentavam ganglios no

nivel 2 e dos pacientes 22-MVB, 6-D-C, 14-CBB, 45-MLF, 13-AGT (SM); 25-
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GPG, 26-MOF (MG) e 43-ALB (MD) que apresentavam ganglios no nivel 3
em algum momento do acompanhamento entre o quarto e sétimo ano apds

RIT.

QUANTIFICACAO DO RNAm DE TIREOGLOBULINA E DA

TIREOGLOBULINA SERICA

Correlacao dos valores de RNAM-TGgappn € RNAM-TGhpRT1
Uma vez concluidas as quantificacbes foi realizada analise de
correlacdo do RNAM-TGgappon € RNAM-Tguprry (figura 14).
Verificou-se que independente do tempo, estadio clinico, tipo
histolégico, valor de TSH (<0,3 uU/mL; >3,0<30,0 pU/mL e 230 pU/mL) e
presenca de Ac anti-TG, o gene TG normalizado tanto com GAPDH quanto

com HPRT1, estavam diretamente correlacionados (p<0,001 e r=0,6).
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Figura 14: Correlacbes de Spearman dos valores das
concentragcdes de RNAM-TGgappy € de RNAM-TGprt1 de todas
as amostras (p=0,001; r=0,6).

Foi avaliada também a distancia quartilica dos dados de RNAm-
TGgapron € RNAM-TGhprT1 através do Teste de Wilcoxon, verificando-se ndo
haver diferenca significativa da dispersdo dos dados (p = 0,2061). Contudo,
verificou-se que nos momentos 24, 48, 72 horas e 1 semana apds RIT, os
valores de RNAmM-TGupgr1 eram significativamente mais elevados que os
calculados com RNAM-TGgappH (p<0,05).

Devido aos resultados conflitantes obtidos, decidiu-se analisar os

resultados de expressao génica de RNAM-TGgappn € RNAM-TGyprri de

forma independente.
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Quantificacao do RNAM-TGgappH

Nos pacientes SM, as medianas do RNAM-TGgappu, apresentaram
discreta elevacao 48h ap6s a RIT [basal: 0,70(0,04-4,23) UA; 48h: 1,10(0,01-
2,31) UA]. Posteriormente, os valores diminuiram gradativamente, atingindo
niveis similares aos basais. Novo aumento foi observado nas amostras de 1-
2 anos e 6-7 anos [1,41(0,27-3,94) UA e 2,15(0,81-5,49) UA,
respectivamente] (figura 15).

No grupo dos pacientes com MG, a mediana do RNAM-TGgappu, 24h
apos RIT, elevou-se [basal: 1,00(0,05-3,71) UA; 24h: 1,79(0,03-3,32) UA].
Um més e 6-7 anos ap6s RIT verificou-se novo aumento do RNAM-TGgapoH
[Tm: 1,22(0,16-9,56) UA; 6-7 anos: 2,41(1,17-3,27) UA] (p=0,453) e
(p=0,121), respectivamente (figura 15).

No grupo de pacientes com MD, o valor mediano de RNAmM-TGgappH,
elevou-se 72h apéds RIT [basal: 0,69(0,01-3,26) UA; 72h: 1,32(0,09-2,44)
UA]. Apb6s 6-7 anos observou-se novo aumento, com valores
significantemente maiores [RNAM-TGgappu: 3,41(1,78-3,56) UA] (p=0,048)

(figura 15).
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Figura 15: Estadio clinico em relacdo aos valores de RNAM-TGgapph-
Valores expressos em Unidades Arbitrarias (UA). SM: pacientes sem
metastase; MG: pacientes com metastase ganglionar; MD: pacientes com
metastase a distancia.

Concentracao de RNAM-TG cappH (UA)

Quantificacao do RNAM-TGyprT1
Os valores de RNAM-TGppgr1 também aumentaram 48h apoés RIT,
[mediana basal: 0,86(0,11-4,10) UA; 48h: 1,29(0,08-5,92) UA], nos pacientes
SM. Novo aumento foi verificado 6-7 anos apés [1,41(0,40-7,28) UA]. Nos
pacientes com MG, observou-se elevacdo do RNAM-TGuprr1 24h apds a
dose de RIT [mediana basal: 0,81(0,21-3,16) UA; 24h: 1,84(0,21-3,33) UA] e
novamente apés 5 anos [1,78(0,41-4,65) UA] e 6-7 anos [2,04(0,21-2,67)]
(p=0,327) e (p=0,276) respectivamente (figura 16).
No grupo de pacientes com MD, as medianas do RNAmM-TGuprr1
apresentaram comportamento semelhante as do RNAM-TGgappn. Observou-

se aumento 72h apds RIT [basal: 1,00(0,93-3,79) UA; 72h: 1,58(1,97-4,35)



Resultados 39

UA]. Apés 6-7 anos observou-se novo aumento, com valores mais elevados,

[RNAM-TGyprri: 2,52(1,61-3,26) UA] (p=0,262) (figura 16).
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Figura 16: Estadio clinico em relagcdo aos valores de RNAM-TGupgr1.
Valores expressos em Unidades Arbitrarias (UA). SM: pacientes sem
metastase; MG: pacientes com metastase ganglionar; MD: pacientes com
metastase a distancia.

O RNAmM-TG, independente do gene controle interno empregado, nao

apresentou diferenca estatisticamente significante entre os estadios clinicos.

Quantificacao da Tireoglobulina sérica

Nos pacientes sem metdstase, a mediana da TGs apresentou
pequena elevacao 1 semana apds RIT [basal 1,8 (0,3-308,2) ng/mL; 1
semana: 3,0 (0,5-85,9) ng/mL] (p = 0,153) e manteve-se com valores baixos
ou indetectéveis ao longo do tempo (figura 17).

Nos pacientes com metastase ganglionar, ndo se observou elevacao

de TGs. O valor apresentado no periodo basal foi 30,9 (0,5-83,0) ng/mL com
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diminuicdo gradativa posterior. Os valores de TGs mantiveram-se
semelhantes nos tempos de 3 a 7 anos ap6és RIT (figura 17).

Nos pacientes com metastase a distancia, a mediana da TGs basal foi
elevada [253,2 (1,8-1.536,0) ng/mL]. Posteriormente, observou-se discreto
aumento 1 semana apos [223,9 (54,7-741,1) ng/mL]. Um a 2 anos apés,
foram detectados valores elevados de TGs [2505,0 (300,0-17.380,0) ng/mL]
(p=0,381) os quais decairam posteriormente (figura 17).

Observou-se que os valores de TGs foram estatisticamente diferentes
(p<0,001) entre os pacientes com diferentes estadios clinicos (SM, MD e
MG) em todos os tempos (p<0,001) com excecao dos valores dos pacientes
SM e MG no tempo 6-7 anos [0,5 (0,5-6,3) ng/mL e 0,5 (0,5-0,5) ng/mL]

(figura 17).

RIT

Valores médios de Ln(TG)
'S

basal 24h 48h 72h 1sem im 1la-2a 3a-4a 5a 6a-7a
Tempo

=S\ == NG =d=ND

Figura 17: estadio clinico em relacdo a concentracao de TGs ao longo do
tempo. Resultados expressos em log da concentracao sérica de TG (IRMA).
SM: pacientes sem metastase; MG: pacientes com metastase ganglionar;
MD: pacientes com metastase a distancia.
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Anticorpos anti-TG

Em dezessete pacientes (37,8%) foram identificados Ac anti-TG em
algum momento do estudo, 4 dos 6 pacientes com metastase a distancia
(66,67%), 7 de 14 pacientes com metastase ganglionar (50%) e 6 de 25
sem metastase (24%). Em 13 pacientes verificou-se persisténcia do titulo de
Acs até um ano apés RIT e em 5 pacientes os Acs permaneceram positivos
apos 1 ano. Nove deles ja tinham Acs positivos antes da dose de RIT. Em 5

pacientes, os titulos de Acs foram maiores que 1000 U/mL (anexos 1-3).

RNAmM-TG, Tireoglobulina sérica e Anticorpos anti-TG
Foram analisados os valores de RNAM-TGgappy, RNAM-TGHprT1 €
TGs das amostras dos pacientes SM, com MG e MD com Acs anti-TG

positivos e niveis de TSH =30uU/mL.

Verificou-se que os valores de RNAm, em cada estadio clinico,
apresentaram grande variacdo. Quando se comparou os resultados do
RNAmM-TGgapon, Nem no RNAmM-TGuprr1 entre os estadios néo se observou
diferencas significativas, havendo, em alguns casos, sobreposicdo de
valores (figuras 18 e 19).

Para as amostras dos pacientes SM (n=16) encontraram-se 0s
seguintes valores: RNAM-TGgappn: 1,07(0,01-2,31) UA; RNAM-TGypgr1:
1,10(0,005-4,43) UA. Nas amostras de pacientes com MG (n=12), os valores
foram: RNAM-TGgappu: 1,83(0,36-3,71) UA e RNAmM-TGypgrri: 2,02(0,21-

3,33) UA. E as cinco amostras de pacientes com MD apresentaram os
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valores: RNAM-TGgappu: 0,33(0,03-3,41) UA, RNAM-TGypgrr1: 1,61(0,93 €
3,26) UA, menores ou semelhantes que os valores das amostras dos

pacientes SM (figuras 18 e 19).

0 . —
SM MG MD
Figura 18: concentracdo de RNAmM-TGgappn €m amostras

de pacientes SM, com MG e MD na presenca de Acs anti-
TG e niveis de TSH=30uU/mL.

Concentracio de RNAM-TGaappy (UA)
N
I
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Figura 19: concentragdo de RNAM-TGyprr1 €M amostras
de pacientes SM, com MG e MD na presenca de Acs anti-
TG e niveis de TSH=30uU/mL.

Os valores de TGs, mesmo nas amostras com Acs anti-TG positivos e
niveis de TSH=30uU/mL, foram capazes de diferenciar os estadios clinicos
dos pacientes.

Para as amostras dos pacientes SM (n=16) o valor de TGs foi
praticamente indetectavel [0,5(0,50-2,80) ng/mL]. Nos MG (n=12), os valores
de TGs foram de 17,25(0,50-53,20) ng/mL, mas com algumas amostras com
TGs indetectavel. Nas cinco amostras de pacientes com MD, os valores de
TGs foram extremamente elevados [301,80(6,50-1487,00) ng/mL]. Os
valores de TGs nos diferentes estadios foram estatisticamente diferentes (p

<0,01) (Figura 20).
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Figura 20: concentracdo de TGs em amostras de
pacientes SM, com MG e MD na presenca de Ac anti-TG
e niveis de TSH=30uU/mL. (*p=0,0001 **p=0,0127 e
***p=0,0023).

Resultados similares aos do RNAmM-TG foram observados quando
analisou-se os dados das amostras com TGs indetectavel (por possivel
interferéncia dos anticorpos). Nos pacientes SM (N=9) o valor de RNAm-
TGearon foi 1,59(0,46-2,31) UA e de RNAM-TGuprr1: 0,97(0,47- 2,78) UA.
Nos pacientes com MG, somente trés amostras apresentaram TGs
indetectavel com valores de RNAM-TGgappn: 0,36 UA; 1,11 UA e 2,55 UA e
RNAmM-TGuerrt 0,21 UA; 0,68 UA e 2,71 UA, respectivamente (figuras 21 e
22). Nenhuma amostra de pacientes com MD e TSH=30uU/mL apresentou
TGs indetectavel. Nestas amostras também foi verificada valores similares

de RNAmM-TG nos dois estadios.
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Figura 21: concentragdo de RNAmM-TGgappn de amostras com TGs
indetectavel, em pacientes SM e com MG. Nenhum paciente com MD teve

TGs indetectavel.
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Figura 22: concentracdo de RNAM-TGupgr1
indetectavel, em pacientes SM e com MG. Nenhum paciente com MD teve

TGs indetectavel.

de amostras com TGs
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Avaliacao de casos

Em 30 das 63 amostras com Acs positivos (47,62%), os niveis de TGs
eram indetectaveis, contudo, em somente dois pacientes suspeitou-se da
interferéncia dos Acs na dosagem da TGs. Porém, nestes pacientes os

niveis de RNAm TG ndo acompanharam sua clinica.

Caso 1

Paciente 44-FFC com MD, ap6s 48h da RIT apresentou Acs anti-TG
positivos com TGs indetectavel e valores de RNAM-TGgappn € RNAmM-
TGuprr1 de 1,56 UA e 2,20 UA, respectivamente. Porém em amostra colhida
1 semana apos RIT, a TGs estava elevada na presenca de Acs positivos e
concentracdo de RNAmM-TG diminuida, (RNAM-TGgappn 0,60 UA e RNAmM-

TGHPRT1 1,57 UA) (anexo 1)

Caso 2

Paciente 31-KCM, com MG apresentou Acs persistentes em todas as
amostras, a TGs foi indetectavel 1 semana e 1 més apos RIT e valores de
RNAmM-TG indetectaveis (RNAmM-TGgappn: 1,11 UA e 0,89 UA; RNAm-
TGuprr1: 0,68 UA 0,79 UA, respectivamente) . Na amostra de 6 meses apds
RIT, a TGs elevou-se (13,2 ng/mL) e os valores de RNAm foram menores ou

iguais aos de 1 semana e 1 més (anexo 2).
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Caso 3
A paciente 36-NMS de 43 anos, com diagnostico inicial de MG,

apresentou TGs de 13,0 ng/mL, Ac negativo e RNAM-TGgappn € RNAmM-
TGuprr1 de 1,73 UA e 0,56 UA, respectivamente. Trés anos apos RIT, a TGs
elevou-se para 23,4 ng/mL, quando em hipotireoidismo (TSH: 41,4 uU/mL),
com Acs anti-TG negativos e valores de RNAM-TG baixos (RNAM-TGgappH:
0,44 UA e RNAM-TGuprr1: 1,19 UA). Nova PCI indicou a presenca de
metastase a distancia, sendo encaminhada para nova dose de RIT. Trés
anos apoés a segunda RIT, a TGs elevou-se (6,5 ng/mL) na presenca e Acs
anti-TG com valores de RNAmM-TG também elevados (3,41 UA para RNAm-
TGgarpH € 3,26 UA para RNAmM-TGypgrr1). Estes resultados sugeriram nova
recidiva da doenga. Exames de imagens confirmaram a presenga de MD

(anexo 2).

RNAmM-TG e Tipo Histolégico

Considerando o tipo histolégico, nos carcinomas papiliferos ndo se
verificou correlacdo entre TGs e 0 RNAM-TGgappn € RNAM-TGpprt1 (r= -
0,094 e p=0,166; r=0,047 e p=0,493 respectivamente), nem nos carcinomas
foliculares (RNAM-TGgappn = -0,143 e p=0,255; RNAM-TGypgrr1 = -0,042 €

p=0,741).
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VALOR DE CORTE PARA O RNAm DE TIREOGLOBULINA

Na tentativa de se estabelecer um valor de corte para a concentracao
de RNAmM-TG como marcador de recidiva do cancer de tirebide foi feita curva
ROC considerando os valores de RNAmM-TG, agrupados segundo as
catagorias de TGs (TGs >2 ng/mL que indica presenca de doencga e TGs <2
ng/mL que indica auséncia de doenca), e Acs anti-TG negativo (figura 23)

(Feldt-Rasmussen et al., 1996).

Sensibilidade
T

0,0 I T T T T T T I I I I
0,0 0,1 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0

1 - Especificidade
Figura 23: Curva ROC para RNAmM-TGgappH Segundo categorias de
TG.

O RNAmM-TGgappn mostrou-se estatisticamente diferente entre as
categorias de TGs, sendo possivel realizar curva ROC (p=0,039). O ponto

que forneceu melhor sensibilidade e especificidade foi 0,8095, ou seja,
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valores menores que este ponto espera-se que a TG seja < 2,0 ng/mL e
para valores maiores que este ponto de corte espera-se que a TG seja = 2
ng/mL, contudo a sensibilidade foi 0,651 com especificidade de 0,491.

Nao foi possivel realizar uma curva ROC com o RNAM-TGupgr1

(p=0,116).

ANALISE SISTEMATICA E METANALISE

Estratégia de Busca

Ha doze anos, pesquisadores da area de endocrinologia oncolégica
vém estudando a utilizacdo do RNAmM-TG como um marcador de recidiva do
CDT. Durante estes anos de estudos, foram publicados trabalhos com
resultados positivos e negativos. A fim de identificar possiveis interferentes
que geraram a divergéncia nos resultados, pensou-se na necessidade de
realizar uma busca sistematica de todos os trabalhos e assim, analisar seus
critérios de inclusdo e exclusao para identificar as possiveis causas na
inexatidao dos resultados.

Dois investigadores (integrantes do grupo de pesquisa em tiredide)
fizeram buscas em diferentes bases de dados eletronicas, incluindo:
PubMed, Clinical Queries, Embase, Lilacs, Cochrane BVS (Library e Plus). A
procura nao se restringiu a publicacées em lingua inglesa, ao tempo e foram
utilizados os seguintes termos: “RNA, messenger” AND thyroglobulin AND

thyroid neoplasms como estratégia de busca.
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Selecao dos dados
Para as analises, quando o artigo cientifico era em outra lingua, que
nao o inglés e portugués, utilizaram-se somente os dados do seu resumo.
Os dados selecionados para analise dos trabalhos escolhidos foram:
e Numero de pacientes com CDT e/ou com outras doencas;
e Numero de controles normais;
e Tireoidectomia;
e Terapia com radioiodo;
e Supressao do TSH;
e Método de quantificacdo do RNAm;
e Uso de gene controle interno adequado;
e Pacientes com Acs Anti-TG positivos;
e Método de extracdo do RNA;

e Tubo de coleta do material;

Resultados da analise sistematica

No total, foram obtidos 137 resumos e titulos através das procuras
eletrénicas. Destes, apenas 24 artigos foram relevantes para os
pesquisadores e foram analisados em detalhes, considerando os dados de
escolha citados acima.

Apo6s analise, ambos revisores concordaram que, nenhum dos
trabalhos selecionados mostrou concordancia em relacdo aos critérios de

inclusao (anexo 4).
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VI. DISCUSSAO

A deteccao da TGs é empregada para o seguimento de pacientes
com CDT. Contudo, métodos mais sensiveis e abordagens moleculares vém
sendo pesquisadas na tentativa de aumentar a eficiéncia de deteccao de
doenca recorrente.

Desde 1996 se intensificaram os trabalhos para verificar o uso da
quantificacdo do RNAmM-TG em sangue periférico, no acompanhamento de
pacientes com céncer de tiredide. Resultados discordantes foram
publicados, tornando esta abordagem laboratorial muito controversa. Alguns
trabalhos mostraram correlagdo entre a quantificacdo do RNAM-TG e o
estadiamento da doenca e outros ndo detectaram tal correlacdo (Bojunga &
Zeuzem, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilidade da quantificacdo do
RNAmM-TG em sangue periférico de pacientes com cancer de tiredide para
verificar sua significAncia como método diagndstico complementar no
acompanhamento destes pacientes em longo prazo. Para isso, foram
estudadas amostras de sangue periférico de pacientes com CDT, antes e
seriadamente ap6s ablagcao com radioiodo.

Uma das variaveis que pode afetar a quantificacdo do RNAmM-TG é a
padronizacao da técnica (Ringel et al., 2004; Huggett et al., 2005). Elisei et al
(2004), utilizaram criteriosamente, iniciadores selecionados para evitar
formas variantes do gene TG e tratamento com DNAse para evitar

amplificacdo do DNA gendmico. Li et al. (2004), além de também utilizar
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amplificadores especificos, realizaram o primeiro estudo utilizando tubo
especial para coleta de RNAm, PAXgene®, o qual mantém o RNA estavel,
mostrando que a coleta de sangue é o primeiro e importante passo nos
ensaios moleculares utilizando RNA. O volume de sangue utilizado para a
extracdo de RNA (1,0 a 10 mL) e o preparo deste sangue para extracao
(separacao por gradiente ou a partir de sangue total), também foram
considerados fatores de importancia (Coelho et al., 2006), assim como o tipo
de amplificacdo (PCR qualitativo, semi-quantitativo ou quantitativo) e o
namero de ciclos da reacdo. Além desses, 0 emprego de um ou mais genes
controles internos, a escolha do mais adequado, as diferentes normalizacoes
e a escolha de diferentes valores de corte também foram questionadas
(Ringel, 2004).

Sendo assim, na primeira etapa deste estudo foi realizada
padronizacdo extensiva das técnicas a serem empregadas. Foram
consideradas as seguintes variaveis:

1- Volume da amostra: foram coletadas amostras de sangue periférico
de todos os pacientes do mesmo volume (2 ml) em trizol, para
extracdo do RNA;

2- Qualidade do RNA: s6 foram empregadas amostras de RNA de boa
qualidade confirmada por espectrometria e eletroforese em gel de
agarose;

3- Iniciadores para a reacdo de RT-PCR em tempo real: foram

escolhidos iniciadores que amplificassem regides do gene TG que
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nao sofrem ”splicing” alternativo, evento observado em algumas
células neopléasicas de tiredide (Savagner et al., 2002);

4- Controle interno: foi realizado profundo estudo da amplificagdo dos
genes GAPDH , HPRT1 e BG.

5- Andlise dos resultados dos valores de RNAmM-TG utilizando dois

genes controle interno (GAPDH e HPRT1).

O uso de gene controle interno para normalizar os resultados das
quantificacbes por PCR em tempo real, estd amplamente descrito e aceito
na literatura. Porém, a escolha do mais adequado tem sido muito discutida
por diversos pesquisadores, por haver-se detectado regulacao de expressao
de algum destes genes (Vandesompele et al., 2002; Pfaffl et al., 2004).

No presente trabalho, foi inicialmente estudada a amplificacédo de trés
genes controle interno: o gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) da via glicolitica, o gene B-Globina (BG), ambos muito
utilizado na literatura (Beillard et al., 2003 Kojo et al., 2002) e o gene HPRT1,
envolvido no metabolismo das purinas em mamiferos, com expressao
altamente estavel em linfécitos (Vandesompele et al., 2002);

A expressao dos trés genes, em amostras de RNA de sangue
periférico de individuos sem doenca maligna tireoidiana mostrou-se
homogénea (CV<20%), porém, o gene PG estava altamente expresso,
dificultando seu uso. Estes resultados motivaram a escolha de GAPDH e
HPRT1 para realizar o estudo. A analise dos dados ndo permitiu determinar

qual desses dois genes era 0 mais adequado. Por esse motivo decidiu-se
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analisar os resultados de quantificacdo de RNAmM-TG empregando ambos
genes, individualmente.

A maioria dos trabalhos publicados na literatura compararam o0s
valores de RNAmM-TG, TGs e estadiamento do cancer de tiredide em um
unico momento da evolug¢do da doenca (Takano et al., 2001). Em apenas um
estudo, foi avaliado o RNAmM-TG de pacientes, no sétimo ano apds inicio da
doenca (Elisei et al., 2004). Por esse motivo, no presente estudo foi
realizada a dosagem de RNAM-TG e TGs durante o acompanhamento dos
pacientes com CDT ao longo de sete anos ap6s tratamento com radioiodo.
Foram incluidos pacientes com diferentes estadios da doenca: sem
metastases (com restos tireoidianos), com metastase ganglionar e
metastases a distancia.

Os valores de RNAmM-TG, independentemente do gene controle
interno utilizado, ndo permitiram diferenciar os estadios clinicos dos
pacientes deste estudo. Por outro lado, verificou-se paralelismo dos valores
de TGs ao longo do tempo entre os trés estadios, com excecao do periodo
de 1-2 anos quando houve consideravel aumento de TGs nos pacientes com
MD, pela recidiva do cancer em um paciente deste grupo. Além disto, os
valores de TGs nos diferentes estadios clinicos foram estatisticamente
diferentes em todos os tempos e capazes de diferenciar os estadios da
doenca (com excec¢ado do tempo de 6-7anos).

Nos pacientes SM foi observada elevagdo dos valores de TGs na
primeira semana apés RIT. A exposi¢ao a radiagdo poderia provocar esse

aumento como consequéncia da liberacdo da TG acumulada nos restos
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tireoidianos remanescentes, as quais ainda estdo organizadas em foliculos.
Nestes tecidos a TG seria secretada proporcionalmente ao tamanho da
massa de tecido remanescente (Coelho et al., 2006). Nos pacientes com MG
e MD nao foi observada tal elevacao, por provavel desorganizacao estrutural
do tecido neoplasico que perderia a capacidade de armazenar TG.

J& o BRNAmM-TG elevou-se nos tempos anteriores aos da TGs,
possivelmente pelo aumento do numero de células foliculares em circulacao
(Ringel et al., 1998). Resultado similar foi observado por nosso grupo (Rubio
et al., 2007) ap6s tratamento com radioiodio em paciente com bdcio
multinodular.

Durante a avaliacdo em longo prazo dos pacientes com metéastase,
observaram-se valores elevados de RNAmM-TG e TGs, provavelmente pela
recorréncia da doenca em alguns pacientes, apesar dos valores do RNAm
nao se elevarem na mesma proporcao que os da TGs.

Varios grupos de pesquisas mostraram que Acs anti-TG interferem na
dosagem da TGs (Spencer et al., 2005; Spencer et al., 1998; Robbins et al.,
2002). Neste estudo foram detectadas, 63 amostras de sangue com AC
positivos. Os valores de RNAmM-TG na presenca de anticorpos e
TSH=30uU/mL foram semelhantes nos pacientes dos trés estadios da
doenca, enquanto a TGs, quando detectavel, apresentou valores mais
elevados nos pacientes com metastase dos que naqueles sem metastases.
Analisando os dados dos pacientes individulamente foi observada possivel
interferéncia dos Acs na quantificagdo da TGs (pacientes 10-KCM e 49-FFC,

18-NMS com metastase e TGs baixa). Nesses casos 0 RNAM-TGgappn OU O



Discussao 56

RNAmM-TGuprr1 Ndo auxiliaram no acompanhamento clinico das pacientes.
Em um unico caso, paciente 36-NMS com MD persistente apés 6 anos de
acompanhamento, foi possivel detectar valores de RNAmM-TG que se
elevaram significativamente se comparados com os valores nos tempos
anteriores, quanto que a elevacao da TGs foi moderada na presenca de
anticorpos antiTG.

Apesar dos resultados negativos, prosseguiu-se na busca de uma
alternativa para verificar a possibilidade do RNAm-TG ser um marcador
complementar de recidiva do CDT. Em 2004, Ringel criticou os estudos que
nao utilizaram valor de corte para comparar os resultados quantitativamente.
Um teste estatistico capaz de auxiliar no encontro destes valores é a curva
ROC (Receiver Operating Characteristic), a qual avalia a sensibilidade e
especificidade de um determinado método diagnéstico, para diferentes
valores de corte (Martinez et al., 2003). Neste estudo foi possivel identificar
somente o valor de corte de 0,8 UA para o RNAM-TGgappu. Porém a curva
ROC mostrou baixa especificidade e sensibilidade da técnica, o que
impossibilita sua utilizagao.

Varias poderiam ser as causa que explicariam a discordancia nos
valores de TGs e RNAmM-TG no acompanhamento dos pacientes com CDT.
Neste estudo foi possivel identificar amplificacdo do RNAmM-TG em todas as
amostras, enquanto que em algumas a TGs foi indetectavel.

Fuhrer et al. (2005), procurando encontrar marcadores especificos da
tireGide para diferenciar neoplasia folicular benigna ou maligna, concluiram

que no CDT ocorreria diminuicao da expressdao do RNAm-TG. Ja Leoni et al.
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(2007), mostraram que o excesso de iodo modula a expressao génica nas
células tireoidianas e particularmente diminui a expressao do RNAm-TG.
Além disso, existe a possivel interferéncia dos restos tireoidianos na
avaliagdo da TGs (Ringel & Landenson, 2004), interferindo no seguimento
do pacientes. Por outro lado, Caballero-Calabuig (2008) mostraram que a
existéncia de tecido tireoidiano nem sempre estaria associada a TGs
detectavel. Resultados similares forma encontrados no presente estudo,
quando se verificou que 2 pacientes com restos tireoidianos, confirmado por
PCIl de 2 a 3 anos apés ablacao, apresentavam TGs indetectavel, porém
com valores elevados de mRNA-TG.

Por outro lado, nos estudos de Kaufmann et al. (2004) foi detectado
produto de amplificacdo do RNAmM-TG em sangue periférico de pacientes
atiredticos enquanto que a TGs, dosada pelo método IRMA, nao foi
identificada, sugerindo transcricdo ectépica e/ou ilegitima do gene TG em
tecido extra-tireoidiano, contribuindo para a deteccdo do RNAmM-TG no
sangue dos pacientes atiredticos (Verburg et al., 2004).

Para finalizar, a analise sistematica da quantificacao do mRNA de TG
como marcador nesta pesquisa confirmou que nenhum dos trabalhos
publicados até setembro de 2008 apresentou padronizacdo adequada e
concordante para realizar uma metandlise e se chegar a conclusbes
satisfatérias quanto a utilizacdo do RNAmM-TG como marcador no
acompanhamento destes pacientes.

Mesmo assim, os resultados deste estudo, mostraram que os valores

de RNAmM-TG de sangue periférico, na maioria dos casos nao foram
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concordantes com a clinica dos pacientes e tampouco com 0s niveis séricos
de TG, indicando que o0 RNAM-TG ndo € um bom marcador da doencga
tireoidiana, mesmo havendo realizado extensiva padronizacao da técnica,
tendo considerados a maioria das variaveis que podem interferir na técnica
de RT-PCR em tempo real.

Este estudo demonstra que a técnica de RT-PCR em tempo real é
muito sensivel que perde especificidade, tornando inviavel sua utilizacdo no

acompanhamento dos pacientes com CDT.

Perspectivas futuras

Pesquisadores continuam se empenhando em encontrar outras
ferramentas que possam auxiliar na identificagdo da recidiva do cancer de
tiredide. Nos ultimos anos, iniciou-se o estudo do uso da TGs ultra-sensivel
(sensibiliade 0,1ug/l) como novo marcador de recidiva da doencga (Cooper et

al., 2006; lervasi et al., 2007).
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VIl. CONCLUSAO

Definitivamente, o RNAmM-TG nao é um bom marcador de recidiva do
carcinoma diferenciado de tire6ide, mesmo na avaliagdo a longo prazo e na
presenca de Acs anti-TG, ndo podendo ser utilizado como método

diagnéstico complementar no acompanhamento de pacientes com CDT.
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IX. ANEXOS



ANEXO 1: DOSAGENS SERICAS HORMONAIS DE TG, Ac anti-TG e RNAm de TG DE PACIENTES
SEM METASTASE (SM)

Paciente 1-MVS

TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (uU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
basal 4,23 2,92 <35 308,2 46,9 <19,0 <2,0 <0,2
24 2,15 4,65 <35 334,6 42,6 <19,0 <2,0 <0,2
48 0,13 4,24 - - - - - -
72 1,66 2,97 - - - - - -
3m - - - - 0,08 149 15,4 1,8
Paciente 2-AMR
TEMPO F{NAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (nU/mL) (ng/mL)  (ug/dL)  (ng/dL)
basal 0,43 41 <35 - 106,2 < 20,0 <2,0 < 0,02
24 0,21 1,41 <35 - 105,3 < 20,0 <2,0 < 0,02
48 0,01 0,24 <35 - 105,2 < 20,0 <2,0 < 0,02
72 0,01 0,62 <35 - 104,6 < 20,0 <2,0 < 0,02
1sem 0,42 1,84 <35 - 100 < 20,0 <2,0 < 0,02
1m 0,22 1,24 <35 <1,0 10 36,3 51 0,6
3m - - <35 <1,0 38,6 180 9 1,3
4a 0,4 1,48 <35 <1,0 0,14 86 18,2 2,2
5a 1,13 1,39 <35 <1,0 0,26 69 21 3,21

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 3-AVC

TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (WU/mL)  (ng/mL) (ug/dL) (ng/dL)
basal 0,66 1,74 42,9 2,2 80,7 < 20,0 <20 < 0,02
24 1,76 4,34 42,3 2,8 81,7 < 20,0 <20 < 0,02
48 1,88 3,33 45,2 2,8 72,6 < 20,0 <20 < 0,02
72 0,98 3,00 46 2,7 80,2 < 20,0 <20 < 0,02
1sem 1,04 2,84 <35 2,1 73,5 40 4,4 0,6
im 3,85 3,29 <35 1,1 1,2 91,3 9,6 1,9
3m 0,31 1,65 - - 1 88 8,5 1,4
4m 0,19 1,13 <35 <1,0 - - - -
9m - - - - 5,43 104 7,8 0,9
2a - - - - 0,49 106 9,4 1,3
4a 1,35 2,98 <35 <1,0 0,21 122 10,3 1,25
5a 2,9 2,39 <35 <1,0 <0,03 126 11,8 1,82
6a 3,52 2,56 <35 <1,0 <0,03 135 12,5 1,92
Paciente 4-A-l
TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (WU/mL)  (ng/mL) (ug/dL) (ng/dL)
basal 2,26 2,25 - <1,0 83,7 28,4 <20 < 0,02
24 3,62 3,78 - <1,0 57 19,5 <20 < 0,02
48 2,05 2,02 - <1,0 100 <19,5 <20 < 0,02
72 2,12 2,14 <35 2,5 100 <19,5 <20 < 0,02
1sem - - 67,6 100 <19,5 <20 < 0,02
im - - 1745 1,4 54,1 70,4 7,4 1
3m 1,9 2,01 1504,6 <1,0 7,3 96,8 8,7 1,5
9m 0,5 0,91 218 <1,0 0,2 141 13,2 2,3
1a 1,6 1,69 93,6 <1,0 0,023 CL 112 13 2,4
1abm - - 56 - 0,06 119 12,5 1,9
2a - - - - 0,49 120 12,1 1,4

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 5-CVV

TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L

(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (WU/mL)  (ng/mL) (ug/dL) (ng/dL)
basal 1,52 1,64 <35 1 50 < 80,0 <2,0 <0,2
24 1,52 2,25 <35 4 50 < 80,0 <20 <0,2
48 1,48 2,44 <35 5 50 > 80,0 <20 <0,2
72 0,31 2,08 <35 31 50 80 0,9 <0,2
1sem 1,80 2,47 <35 80 50 < 80,0 <20 <0,2

im 1,24 2,04 <35 <1,0 50 140 7 1,1
1a 0,27 0,50 <35 <1,0 0,005 151,9 16,1 2,9
5a 1,1 1,9 <35 <1,0 1,08 92 10,3 1,08
6a 3,15 3,78 <35 <1,0 1,12 130 18 1,66
7a 5,49 7,28 <35 <1,0 4,39 126 14,2 1,37

Paciente 6-D-C

TEMPO F{NAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (nU/mL) (ng/mL)  (pg/dL)  (ng/dL)
basal 0,88 0,61 <35 <1,0 83,8 20 <20 <0,2
24 1,49 0,90 <35 1,2 98,8 < 20,0 <20 <0,2
48 1,35 1,35 <35 1 100 < 20,0 <20 <0,2
72 - - <35 <1,0 91,2 < 20,0 <20 <0,2
1sem 0,58 0,45 <35 2,2 100 < 20,0 <20 <0,2
im 0,82 0,64 <35 - 68,1 81,3 4 0,5
3m 0,41 0,30 <35 <1,0 0,5 84,5 7,7 1,4
6m - - - - 0,16 146 12,1 1,1
om _ - - - 0,03 115 11,2 1,2
1abm - - - - 0,03 127 10,5 1,2
2a - - - - 0,03 128 9,8 1,4
5a 1,72 1,34 <35 <1,0 0,63 106 10,8 1,21
6a 2,66 2,08 <35 <1,0 0,4 131 10,7 1,32
7a 4,11 3,23 35 <1,0 0,63 100 11,1 1,28

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 7-FFP

TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (MU/mL) (ng/mL) (pg/dL) (ng/dL)
basal - - <35 3,5 100 < 20,0 <2,0 <0,2
24 - - <35 54 100 < 20,0 <2,0 <0,2
48 - - <35 4,3 100 < 20,0 <2,0 <0,2
72 0,85 1,34 <35 55 100 < 20,0 <2,0 <0,2
1sem 0,48 2,28 <35 23,1 100 < 20,0 <2,0 <0,2
1m 0,92 2,91 <35 2,8 21,4 90 6,2 0,7
3m - - - - 4,21 137 111 1
6m - - - - 8,53 109 9,9 0,8
9m - - - - 3,51 126 11,2 1,1
1a - - - - 2,44 96 7,8 0,9
1a6bm - - - - 0,03 137 14,2 2,3
2a - - - - 0,03 145 15 2,4
3a - - - - 5,88 98 5,3 0,7
ba 0,36 3,54 <35 <1,0 <0,03 164 15,3 1,94
6a 1,99 3,08 <35 <1,0 <0,03 132 13,1 1,79
7a 1,81 1,47 <35 <1,0 0,09 135 10,4 1,15
Paciente 8-HBF
TEMPO F{NAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (nU/mL) (ng/mL)  (pg/dL)  (ng/dL)
basal 0,33 0,62 <35 <1,0 110 80 2 0,2
24 0,53 0,89 <35 - 120 - - -
48 0,16 0,82 <35 - 100 - - -
1sem 0,44 0,90 - - 85 - - -
im 0,52 0,86 - - - - - -
6a 0,99 0,84 <35 <1,0 0,04 104 11,8 1,71

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL

T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 9-IPS

TEMPO RNAM-TGrerr: (UA)  RNAM-TGaaron (UA)  AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (pg/dL) TAL (ng/dL)

basal 0,71 0,50 <35 3 50 < 80,0 <20 <0,2
24 0,45 0,09 <35 3 50 < 80,0 <20 <0,2
48 0,60 0,08 <35 6 50 < 80,0 <20 <0,2
72 0,63 0,12 <35 6 50 < 80,0 <2,0 <0,2

1sem 0,73 0,11 <35 4 - - - -
im 0,30 0,08 <35 8 39,6 190 13 0,9
3m - - - - 68,1 98 6,7 0,6
6m - - - - 0,67 155 15 1,6
9m - - - - 1,38 110 10 1,1
1a - - - 1,4 0,5 94,2 7,9 1,3

1abm - - - - 0,73 138 12,8 1,2
2a - - - - 8,33 112 10,4 1
5a 3,23 1,72 <35 1,8 15,9 95 12 1,18
6a 1,59 0,62 <35 <1,0 0,1 72 10,1 1,59
7a 1,68 1,29 <35 4,2 16,15 100 10 1,01

Paciente 10-MAK

TEMPO RNAM-TGuprrs (UA)  RNAM-TGgaron (UA)  AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (pU/mL) T3 (ng/mL) T4 (pg/dL) TA4L (ng/dL)

basal - 79,5 19 35,6 <80,0 <2,0 <0,2
24 1,63 0,97 67,5 <1,0 39,4 < 80,0 <2,0 <0,2
48 2,31 2,78 68,1 <1,0 50 > 80,0 >2,0 <0,2
72 - - - <1,0 45,7 > 80,0 >2,0 <0,2

1sem 0,95 1,39 45,7 <1,0 50 < 80,0 <2,0 <0,2
im 0,26 0,34 54,5 <1,0 0,05 190 15 2,2
3m - - - - 0,06 106 10,1 1,5
6m - - - - 0,06 140 12,5 1,4
1a 0,83 1,15 <35 <1,0 0,009 122,7 11,2 2,4

1a6m 1,1 1,6 - - 6,54 97 7,7 0,7
2a - - - - 1,33 113 10 1
3a - - - - 0,04 135 10,9 1,5
4a - - - - 0,12 119 9,9 1,4
5a 0,61 0,75 <35 <1,0 0,2 117 12,9 1,56
6a 1,26 0,92 <35 <1,0 0,09 112 12,7 1,62
7a 2,42 1,35 <35 <1,0 0,51 125 11,7 1,6

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: >12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: >20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL;TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: <35 U/mL



Paciente 11-V-V

TEMPO RNAM-TGrprrs (UA) RNAM-TGgaron (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (WU/mL) T3 (ng/mL) T4 (pg/dL) TAL (ng/dL)

basal 1,38 1,92 <35 1,8 85,23 46 2,1 <0,3

1sem 1,14 1,89 - - - - - -
1m 0,83 0,85 <35 <1,0 - - - -
3m 1,27 0,62 <35 - 30,95 100 10,9 1,24

Paciente 12-APC

TEMPO RNAM-TGrprrs (UA) RNAM-TGgaron (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (WU/mL) T3 (ng/mL) T4 (pg/dL) TAL (ng/dL)

basal 1,33 0,96 - <1,0 100 <19 <24 <0,02
24 - - - - 87,8 <33 <1,5 0,3
im - - - - 20,9 110 11,2 1,2
1a - - - - 0,37 140 14,2 1,4
3a 1,84 1,19 <35 <1,0 0,07 132 18,2 2,17
4a 1,65 1,02 <35 <1,0 0,13 105 17 2,36
5a 1,21 1,27 <35 <1,0 5,43 112 12,5 1,2

Paciente 13-AGT

TEMPO RNAmM-TGypgri (UA) RNAM-TGgapon (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (pU/mL) T3 (ng/mL) T4 (pg/dL) T4L (ng/dL)

basal 0,78 0,72 - - - - - -
48 1,33 2,7 - - - - - -
72 1,37 2,19 - - - - - -

1sem 3,94 2,03 - - - - - -
im - - - - 36,1 83 4,2 0,4
3m - - 121 - 5,5 124 8,7 0,9
6m - - - - 3,3 139 9,7 0,9
9m - - <35 - 0,03 104 11,4 1,4
3a - - <35 - 0,15 115 13 1,9
4a - - - - 0,21 130 11,5 1,6
5a 0,94 1,42 42 <1,0 12,32 98 10,5 1,15
6a 2,30 1,22 <35 <1,0 <0,03 101 11,5 1,7
7a 4,56 1,83 <35 <1,0 <0,03 134 13 1,79

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 14-CBB

TEMPO RNAmM-TGyprri (UA) RNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uWU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ug/dL) T4L (ng/dL)
basal 0,29 0,31 <35 <1,0 50 <80 <2,0 <0,2
24 0,56 0,70 <35 <1,0 50 <80 <2,0 <0,2
48 0,08 0,15 <35 <1,0 50 <80 <2,0 <0,2
72 0,29 0,24 <35 5 - - - -
1sem 0,22 0,31 <35 <1,0 50 <80 <2,0 <0,2
1m - - - <1,0 12,5 110 14,4 1,8
6m - - - - 0,03 166 18,7 2,2
9m - - - - 0,03 156 17,3 2,5
3a - - - - 0,03 150 16,1 2,54
5a 0,23 0,96 <35 <1,0 0,29 118 14 1,62
Paciente 15-FSV
TEMPO RNAmM-TGyprri (UA) RNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uWU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ug/dL) T4L (ng/dL)
basal 1,46 1,06 <35 21,9 48,9 <70 <2,0 <0,2
24 2,64 1,16 <35 22,7 50 <70 <2,0 <0,2
48 1,64 1,16 <35 27,5 - - - -
72 2,52 1,41 <35 53,6 50,7 <70 2 <0,2
1sem 2,17 1,14 <35 85,9 50,5 <70 3 2
3m - - - - 18,3 85 49 0,6
6m - - - - 4,78 156 8,1 0,9
9m - - - - 99 9,7 1,1
1a - - - - 0,83 86 7,3 0,9
1abm - - - - 0,13 112 9,7 1,1
2a - - - - 1,28 96 8,4 1
4a - - - - 0,49 109 9,6 1,1
5a 2,13 1,28 <35 <1,0 0,54 109 11 1,18
6a 0,81 1,13 <35 <1,0 0,25 85 8,7 1,28

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL

T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 16-L-F

TEMPO RNAM-TGupar (UA) RNAM-TGaapon (UA)  AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (U/mL) T3 (ng/mL) T4 (ug/dL)  T4L (ng/dL)
basal 0,70 0,76 <35 36 93 86,2 3,7 0.3
24 1,64 1,02 <35 4,1 110 65,9 3,1 0,3
48 0,99 0,95 <35 4 110 65,9 3,1 0,3
72 1,37 1,01 <35 6 108 65,3 3 0,3
1sem 0,87 0,70 <35 44,7 102 75,7 3,2 0,3
m 1,32 0,83 <35 1.3 55,9 135 11 1,1
3m 1,23 0,61 <35 <1,0 1 202 16,5 2
6m - - - - 0,04 151 16,3 18
1a - - - - 0,03 165 17,8 18
1a6m - - - - 3,28 121 11,6 1
3a - - - - 2,29 147 12,8 1.3
4a 0,54 0,85 <35 <1,0 0,15 155 15,5 1,21
5a 1,88 1,12 <35 <1,0 0,07 142 16,6 1,45
6a 4,39 3,36 <35 <1,0 0.2 141 14,6 1,22
Paciente 17-LAS
TEMPO RNAM-TGypar (UA) RNAM-TGaaeon (UA)  AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (WU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ug/dL)  T4L (ng/dL)
basal 0,51 1,01 <35 22,9 - - - -
24 0,93 1,39 - - - - - -
48 1,12 1,92 - - - - - -
72 1,24 1,20 - - - - - -
1sem 0,62 - - - - - - -
m - - - - 39,6 69 7,2 0.6
3m - - - - 4,57 92 8,7 1,1
6m - - - - 0,23 123 11,1 1,6
9m - - - - - 143 13,1 17
1a - - <35 22,9 0,47 343 2,7 0.3
2a - - <35 <1,0 0,49 81 8,8 1,1
4a 0,62 0,88 <35 <1,0 0,87 14,4 14,4 1,54
5a 2,26 2,79 <35 <1,0 0,38 10,9 10,9 1,68
6a 2,75 1,46 <35 <1,0 0,18 08 16 2,23

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL

T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 18-MTC

TEMPO RNAmM-TGyprri (UA) RNAM-TGgappy (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ug/dL) T4L (ng/dL)
basal 0,81 2,10 <35 <1,0 96,5 <20 <2,0 <0,02
24 - - - 88,7 <19 0,6 <0,02
48 0,90 5,92 <35 2.4 100 <19,5 0,6 <0,02
72 0,63 4,47 <35 <1,0 100 <19,5 0,58 <0,02
1sem 0,82 6,59 <35 46,6 90,8 <19,5 1,78 0,2
im 0,68 4,51 - <1,0 37,8 40 6 0,9
3m - - <35 1,3 6,1 79,5 6,5 1,2
6m - - <35 17,1 2,2 90 8
9m 1,41 1,93 <35 <1,0 0,8 114 9 1,5
1a 3,94 5,99 <35 78,3 0,15 90 12 2,1
1a6bm - - - - 1,16 109 9,6 1,1
3a - - - - 0,1 96 12,4 1,4
4a 0,91 2,04 <35 <1,0 0,83 90 9,9 1,09
5a 2,8 2,17 <35 <1,0 0,4 92 13,1 1,79
6a 2,59 1,88 <35 <1,0 0,44 118 11,3 1,07
Paciente 19-MSC
TEMPO RNAmM-TGyprti (UA) BRNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (WU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ug/dL) T4L (ng/dL)
basal - - <35 <1,0 28,7 <80 <2,0 <0,2
24 - - <35 <1,0 32,3 <80 <20 <2,0
48 - - <35 <1,0 44,6 <80 <2,0 0,3
72 0,05 0,12 <35 <1,0 50 <80 <20 <2,0
1sem 0,15 1,24 - - - - - -
1m 0,30 0,17 <35 <1,0 27,8 80 9 0,8
3m - - - - 46 81 5,1 0,5
9m - - <35 <1,0 94,3 <33 <15 <0,2
1a - - <35 <1,0 1,47 131 14,4 1,4
1a6bm - - <35 <1,0 0,03 150 16,2 2,8
2a - - <35 <1,0 13,2 84 8,2 0,9
3a - - <35 <1,0 0,03 111 10,3 1,5
4a - - <35 <1,0 0,14 88 9,4 1,4
5a 0,88 0,59 <35 <1,0 <0,03 127 12,8 1,4
7a 2,17 1,46 <35 <1,0 0,87 96 8,6 1

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL

T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 20-MLO

TEMPO RNAM-TGuprrs (UA) RNAM-TGoaron (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (WU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ng/dL) TAL (ng/dL)

basal 0,05 0,05 <35 3,3 63,2 <20 <2,0 <0,2
24 0,06 0,03 <35 3 59,5 <20 <2,0 <0,2
5a 0.4 0,61 <35 <1,0 0,07 121 13,2 1,35
6a 2,13 1,21 <35 <1,0 0,07 89 13,2 1,49
7a 2,32 1,35 <35 <1,0 6,5 70 9,1 0,94

Paciente 21-RLS

TEMPO RNAmM-TGuprri (UA) RNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (pU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ng/dL) TA4L (ng/dL)

basal 1,27 2,17 <35 6,3 100 <20 <2,0 <0,2
24 0,68 0,33 <35 6,1 100 <20 <2,0 <0,2
5a 0,83 0,47 <35 <1,0 0,03 134 12,2 1,29
6a 1,54 1,41 <35 <1,0 0,03 105 10 1,22

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



ANEXO 2: DOSAGENS SERICAS HORMONAIS DE TG, Ac anti-TG e RNAm de TG DE PACIENTES
COM METASTASE GANGLIONAR (MG)

Paciente 22-MVB

TEMPO RNAM-TGyprT RNAM-TGgarpH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (nU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 0,39 0,18 <35 2 29,6 <80,0 <2,0 <0,2
48 0,64 0,31 <35 <1,0 25,8 <80,0 <2,0 <0,2
72 0,43 0,22 <35 1 28,2 <80,0 <2,0 <0,2
1sem 0,41 0,23 <35 3 41,5 <80,0 <2,0 <0,2
im 0,61 0,33 - 3 25,6 110 8 1,2
6m - - - 0,07 88 8,4 1,4
5a 0,53 0,9 <35 <1,0 0,93 88 9,1 1,28
Paciente 23-CGS
TEMPO RNAmM-TGypgrri (UA) RBRNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ng/dL) TA4L (ng/dL)
basal 0,48 0,45 35,8 <1,0 50 <80,0 <2,0 <0,2
24 0,95 1,65 37,8 <1,0 50 <80,0 <2,0 <0,2
48 2,16 1,23 349 <1,0 VR VR VR
72 1,17 0,81 56,2 <1,0 50 <80,0 <2,0 <0,2
1sem 0,46 0,47 36,7 <1,0 50 <80,0 <2,0 <0,2
1m 0,51 0,67 69,4 <1,0 1,3 180 12 1,6
4m 1,70 1,46 31,4 <1,0 - - - -
6m - - - - 0,005 120 12 2
7m 1,75 0,97 84,3 <1,0 - - - -
9m - - - - 0,03 135 14,6 1,4
1a - - - <1,0 0,02 140 12,5 24
1a6bm 1,59 0,95 39,4 <1,0 65,5 38,3 1 0,2
3a - - - 0,03 112 10,6 1,4
5a 0,62 0,65 <35 <1,0 <0,03 115 12,9 1,74
7a 2,72 1,42 <35 <1,0 1,44 - 9,9 1,27

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 24-DCM

TEMPO RNAmM-TGyprri (UA) RBNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (pg/dL) TA4L (ng/dL)
24 1,78 2,96 54,4 100 <19,5 0,5 <0,023
48 0,57 0,67 <35 58,4 VR <19,5 0,5 <0,023
72 0,48 0,72 <35 61,5 100 <19,5 0,5 <0,023

1sem 0,22 0,86 <35 77,7 100 <20,0 3 0,4
1m 0,22 0,86 <35 15,2 0,1 91 12,7 2,5
3m 0,33 0,80 <35 7.1 0,006 113 7.9 2,8

Paciente 25-GPG

TEMPO RNAmM-TGyprri (UA) RBNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (pg/dL) TA4L (ng/dL)
24 0,74 0,67 <35 - - - - -

48 0,70 0,75 <35 - - - - -
72 0,44 0,47 <35 - - - - -
im 0,46 0,61 - 6,4 0,2 110 11,6 2,1
5a 0,83 4,65 <35 <1,0 0,14 105 11,9 1,42

Paciente 26-MOF

TEMPO RNAmM-TGyprri (UA) RBNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (pg/dL) TA4L (ng/dL)
24 - - - 42,7 - - - -

48 1,08 0,55 21,7 44,3 - - - -
72 1,43 0,49 <35 41,8 - - - -
1sem 1,41 1,21 24,4 - - - - -
im 1,47 0,74 <35 22,5 - - - -
3m 9,56 6,03 <35 1,4 - - - -
7m 0,35 0,02 <35 74,6 - - - -
1a 1,02 0,74 <35 1,2 - - - -
3a 1,67 2,26 <35 2,1 317.,8 39 <1,5 0,2
4a 0,31 0,97 <35 <1,0 <0,03 139 14,9 1,7
5a 1,95 2,28 <35 <1,0 <0,03 159 16,2 1,91
6a 0,92 0,46 <35 <1,0 0,05 145 16,9 1,42

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 27-VPS

TEMPO RNAmM-TGyprri (UA) RNAM-TGgappn(UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ug/dL) T4L (ng/dL)
24 1,81 2,84 - 48,9 50 <20,0 <2,0 0,3
48 3,64 3,88 - 57 50 <20,0 <2,0 0,2
72 2,09 2,81 - 70,3 50 <20,0 <2,0 0,3
1sem 0,18 2,10 - 107,2 50 30 5 0,5
im - - - - 50,5 70 9 1,2
3m - - - - 1,01 100 10,6 1,5
9m - - - - 7,37 89 7,4 0,9
1a - - - - 0,03 96 10,6 1,6
5a 1,2 2,09 <35 <1,0 0,65 111 11,6 1,29
Paciente 28-ACB
TEMPO RNAmM-TGypgrri (UA) RNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ng/dL) TA4L (ng/dL)
48 2,26 1,14 - - - - - -
1sem 0,75 1,3 <35 - - - - -
1m 1,49 1,63 - - - - - -
Paciente 29-ILS
TEMPO RNAmM-TGypgrri (UA) RNAM-TGgappn (UA) AC (U/mL) TG (ng/mL) TSH (uU/mL) T3 (ng/mL) T4 (ng/dL) TA4L (ng/dL)
24 - - - 0,6 100 54,4 11 0,14
48 - - - <1,0 100 50 1,1 0,14
1sem - - - <1,0 100 61,6 3,5 04
1m - - 142 - 0,8 156 12,8 1,9
3m - - - - 0,008 1991 16,3 2,6
6m - - - - 0,006 182 17,3 2,2
9m - - - - 0,05 200 13 2
1a - - - - 100 30,2 1,1 0,09
1a6bm - - - - 0,03 151 12,7 1,8
2a - - - - 0,03 170 14,2 2
4a 0,85638811 0,535105987 <35 <1,0 0,03 137 15,3 1,42
6a 1,08 1,14 <35 <1,0 <0,03 139 11,2 1,15

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 30-JAS

TEMPO RNAM-TGyprr RNAM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 0,91 2,14 1098 50,5 51,7 <19,5 0,5 <0,023
48 1,89 3,30 1001,8 47,5 53,2 <19,5 0,5 <0,023
72 - - - - 53,7 <19,5 0,5 <0,023
1sem 0,96 1,84 1273,4 53,2 28,5 <19,5 1,4 0,3
im - - - - 0,2 80 7.9 1,8
3m - - - - 3,5 68,2 5
1abm - - - - 0,01 136 14,4
Paciente 31-KCM
TEMPO RNAM-TGyprr RNAM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 3,24 1,54 4 112 37 1,6 0,2
48 2,22 1,23 38,4 5,2 108 44,6 1,6 0,3
72 - - - - 110 40 1,5 0,2
1sem 1,11 0,68 27,8 <1,0 100 54,1 4,6 0,6
im 0,89 0,79 35,8 <1,0 7,5 138 12 1,8
3m 2,34 1,21 36,7 2,1 0,7 114,8 13,2 1,8
6m 1,17 0,49 38,8 13,2 0,1 153 14,6 2,1
1a - - - - 96,1 <33,0 <1,5 0,2
1abm - - - - 0,03 103 12,2 2
5a - - - - - - - 2,44
6a - - - - - - - 1,24

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 32-VON

TEMPO RNAM-TGyprr RNAM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 2,83 3,33 6130,2 29,6 50,9 <70,0 <2,0 <0,2
48 - - - 29,6 49,9 <70,0 <2,0 <0,2
72 2,46 3,04 >3000 1,5 48 70 2 0,3
1sem 2,55 2,71 >3000 <1,0 - - - -
im 1,77 1,75 >3000 2,6 31,4 94 9,1 0,7
3m - - - - 0,26 111 12,4 1,4
1abm - - - - 1,02 64 15,5 1,7
2a - - - - 0,81 88 10,7 1,3
4a - - - - 0,1 125 13 1,7
6a 3,27 2,67 >3000 <1,0 <0,03 97 10,5 1,14
7a 2,41 2,04 2166 <1,0 <0,03 117 13 1,51
Paciente 33-EMS
TEMPO RNAM-TGyprr RNAM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (nU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 0,43 0,82 - 6,3 80,8 25 <2,0 <0,2
48 0,02 0,18 - 4,5 100 <20,0 <2,0 <0,2
72 0,00 0,04 - <1,0 100 20 <2,0 <0,2
1sem 0,00 0,11 <35 1,2 93,6 38 2,4 0,2
im 0,17 0,40 <35 4,2 0,9 13 10 1,5
6m - - - - 0,03 155 12,5 1,4
1a - - - - 0,03 148 14,2 1,4
1abm - - - - 0,7 106 7,3 0,7
2a - - - - 2,43 121 8,8 0,8
3a - - - - 49 140 8,5 0,9
5a 0,709605357 0,19 <35 <1,0 52,32 103 7,6 0,59
6a 1,03 0,40 <35 <1,0 2,82 109 10,5 0,94
7a 1,28 0,83 <35 <1,0 0,05 145 10,2 0,97

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 34-GSP

TEMPO RNAM-TGyprT RNAM-TGgarpH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 1,96 3,14 <35 2,2 100 <19,5 <0,4 -
48 0,84 1,03 <35 25 100 <19,5 0,9 -
72 1,04 0,83 <35 29 100 21,3 1,3 -
1sem 1,75 1,37 <35 9,2 98,6 35 24 -
im 1,79 1,29 <35 - 0,4 163 16,7 -
3m 0,45 0,55 <35 <1,0 0,03 210 14 2,2
6m 1,51 0,86 <35 <1,0 0,03 145 12,1 1,2
9m - - - - 0,02 109,3 10,6 1,4
1a 1,05 0,70 <35 <1,0 0,77 120 11,5 1,2
1abm - - - - 0,32 135 11,6 1,3
2a - - - - 0,03 144 13,5 1,9
Paciente 35-IFO
TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (nU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 0,65 0,80 <35 48,9 100 <20,0 <2,0 0,2
48 3,13 1,35 <35 39,7 100 <20,0 <2,0 0,2
72 0,90 1,04 <35 40,2 100 32,1 1 0,002
1sem 0,66 1,38 <35 42,2 100 39,8- 1,3 0,07
im 0,56 0,69 <35 24 29,8 105,8 7,8 1,1
4m 0,25 0,38 <35 7,5 1,61 101 12,9 1,5
4a 0,31 0,63 <35 1,5 0,03 149 20,7 2,44
5a 2,19 1,47 <35 47 6,58 99 12,4 1,24
6a 3,42 2,12 <35 <1,0 <0,03 152 19,3 2,27

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL

T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 36-NMS.

TEMPO RNAmM-TGyprr1 RNAmM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 3,32 0,65 <35 14 45 50 3 0,3
48 1,03 0,59 <35 13,7 40,8 40 2,4 0,2
72 <35 13,1 39,2 40 2,1 0,2
1sem 0,23 0,68 <35 14,1 45,9 40 <2,0 0,2

im 2,45 0,76 <35 7,1 9,5 110 8 1,2
3m 0,68 0,41 <35 13,5 - - - -
1a 1,74 1,29 <35 9,0 44,6 51,3 2,5 0,3
3a 0,44 1,19 <35 15 40 <33 1,6 0,4
4a 0,00 0,00 <35 1,2 0,08 114 10,9 2,2
5a 0,11 0,03 42 1,3 0,27 106 11,1 1,54
6a 3,41 3,26 99 6,5 29,8 78 9,5 0,83
7a 3,56 2,52 161 <1,0 <0,03 154 14,7 2,63

Paciente 37-WAS

TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L

(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (nU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 <35
48 0,83 1,36 <35 <1,0 94,3 46,3 1,7 0,2
72 1,55 1,30 6,5 1,7 85,6 46 1,6 0,2
1sem - - <35 - - - - -

im 1,17 1,06 - 0,6 0,13 162 15,8 1,8
3m 1,26 0,67 - 28,8 0,01 130 13,3 2,3
9m 0,749747375 0,42 50,5 - - - - -
4a 0,48 1,77 <35 <1,0 0,03 148 17 1,76
5a 2,86 3,10 <35 <1,0 0,31 127 11,9 1,3
6a 2,15 1,42 <35 <1,0 0,31 125 12,6 1,44

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL

T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 38-SAS

TEMPO RNAM-TGyprr RNAM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (U/mL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (ng/dL) (ng/dL)
24 0,03 0,21 <35 7 42,6 30 <2,0 <0,2
48 0,11 0,46 <35 8,7 53,4 40 <2,0 <0,2
72 0,25 1,01 <35 9,3 57,5 <20 <2,0 <0,2
1sem 0,07 0,39 <35 14,1 80,3 50 5,1 0,5
im 0,16 0,28 <35 3,2 40,1 50 4.4 0,4
3m 1,73 0,68 <35 14 11,7 102 8,6 0,8
1a 1,66 0,50 - <1,0 0,03 146 12,8 1,5
1abm - - - - 4,73 112 10,1 1
3a - - - <1,0 - - - -
5a 0,58 0,41 <35 <1,0 <0,03 153 13,6 1,56
6a 1,17 0,21 44 <1,0 0,04 118 9,2 1,13
7a 1,67 0,92 73 <1,0 0,1 110 10,7 1,46

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL

T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



ANEXO 3: DOSAGENS SERICAQ HORMONAIS DE TG, Ac anti-TG e RNAm de TG DE
PACIENTES COM METASTASE A DISTANCIA (MD)

Paciente 39-MAS

TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (uU/mL) (ng/mL) (ug/dL) (ng/dL)
basal 0,80 0,75 <35 221 11,2 180 10 0,7
24 0,11 0,24 <35 250 9,8 140 2 0,3
48 0,78 0,66 <35 210 29 120 2 0,2
72 1,32 1,58 <35 151 6,4 120 <20 0,2
Paciente 40-BLS
TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (uU/mL) (ng/mL) (ug/dL) (ng/dL)
24 0,01 0,33 <35 1620 54,3 30 <2,0 <0,2
48 0,03 0,93 40,3 1487 56,7 30 <20 <0,2
72 0,09 1,97 71,9 1415 59,7 40 <20 <0,2
1sem 0,29 1,10 <35 741,1 49,8 30 3 0,3
im 0,34 0,96 <35 190,7 1,2 100 10 1,7
3m 0,12 0,41 <35 38 0,04 78,6 10,4 2,2
6m - - - - 59 <33 <1,5 <0,2
9m - - - - 63,1 33 <15 <0,2
1a - - - - 0,03 110 15 2,1
2a - - - - 52,3 34 1,5 0,3
3a 2,48 1,47 <35 22200 1,08 118 16,9 1,9

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 41-LCM

TEMPO RNAM-TGyprri RNAM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (pg/dL) (ng/dL)
24 0,40 0,91 <35 2,2 12,2 84,9 11,3 0,4
48 0,78 1,36 <35 13,5 84,5 82,9 4,5 0,5
72 0,42 1,01 <35 20,9 75,9 78,5 5,1 0,7
1sem 0,23 0,52 <35 54,7 72,4 104,5 5,5 0,7
1m 0,49 0,88 <35 <1,0 0,05 84,6 8,8 1,6
3m 0,65 1,23 <35 <1,0 10,5 56,6 5,6 1
6m - - - - 0,05 124 12,5 1,8
9m - - - - 0,03 88 10,7 1,5
1a - - - - 0,03 114 12,9 2
2a - - - - 0,03 128 11 1,9
3a - - - - 2,03 86 8,6 1,2
4a 0,82 0,69 <35 <1,0 6,17 109 11,5 0,9
5a 0,68 0,41 <35 <1,0 1,54 94 10,9 1,83
6a 1,08 0,75 <35 6,3 6,45 78 11,4 1,67
Paciente 42-10S
TEMPO RNAm-TGHme RNAm'TGGApDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (pg/dL) (ng/dL)
24 0,30 1,25 1553,7  303,8 83 <19,5 <20 < 0,023
48 0,35 0,99 1820,4 299,8 78,3 <195 <20 < 0,023
72 - - 1303,7 299,4 74,1 <19,5 <20 < 0,023
3m - - <35 >300 0,05 111 10,9 1,1
6m - - <35 >300 0,03 143 16,4 2,2
1a - - <35 17380 0,03 149 18 2,6
2a - - <35 2505 25,44 40 <15 0,3
3a 5,04 3,96 <35 >6000 0,03 123 14,7 2,4

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 43-ALB

TEMPO RNAM-TGyprri RNAM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (pg/dL) (ng/dL)

24 1,94 2,99 26,8 38,4 26,2 60,9 2 0,2
48 2,16 4,01 <35 451 26,2 71,7 1,8 0,2
72 2,44 4,35 <35 45,7 28 62,9 1,6 0,13
2a - - - - 17,3 86 55 0,8
3a - - - - 3,26 78 8,5 1
4a 0,88 1,43 <35 541 51,74 <33 <1,5 <0,2
5a 0,85 0,60 <35 81,7 0,07 91 10,8 1,47
6a 1,78 1,61 <35 354 0,03 105 13,9 2,5

Paciente 44-FFC

TEMPO RNAM-TGyiprri RNAM-TGgappH AC TG TSH T3 T4 T4L

(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (pg/dL) (ng/dL)
24 0,61 1,57 <35 98,4 5,5 122
48 1,56 2,20 118,8 <1,0 3,4 152
72 2,14 1,52
1sem 0,60 1,57 237,2 223,9 1,5 105,1
im 1,87 1,03 <35 114,2 1,99 85 10,9 1
3m 2,35 3,04 <35 7.1 0,3 106 12,2 1,9
6m 0,06 107 12 1,4
1a 0,04 108 12,4 1,5
1abm 24,9 34 2,4 0,4

4a 1,23 2,17 <35 2,0 6,72 83 10,5 1,18
5a 2,23 2,46 <35 1,0 6,35 68 8,5 1,09

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL

TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



Paciente 45-MLF

TEMPO RNAmM-TGHPRT1 RNAM-TGGAPDH AC TG TSH T3 T4 T4L
(UA) (UA) (UmL) (ng/mL) (pU/mL) (ng/mL) (pg/dL) (ng/dL)

24 0,01 0,005 1191,1 2,8 99,6 <19 0,5 0,04
3m - - - - 0,6 90 11,6 1,5
6m - - - - 0,08 90 11,6 1,6
9m - - - - 0,05 98 13,6 2,1
1a - - - - 1,24 76 9,5 1,3
2a - - - - 1,2 97 11,9 1,8
3a 0,70 0,42 106 0,55 81 9,2 1,3
4a 0,13 0,10 359 <1,0 1,59 80 10 1,24

Valores de referéncia: T3 total: 20 a 50 anos: 70 a 200 ng/dL; > 50 anos: 40 a 180 ng/dL
T4 total: > 12 anos: 4,5 a 12,0 ug/dL; T4 livre: 0,7 a 1,5 ng/dL; TSH: > 20 anos: 0,4 a 4,5 uU/mL
TG: 1,7 a 35 ng/mL; Anticorpos Anti-TG: < 35 U/mL



ANEXO 4 - ANALISE SISTEMATICA

Autor Pacientes (n°®) Controles Tireoidectomia C(()jlaeta TSH Método de gene controle Ac Anti-TG
normais amostra quantificacao interno
(n°)
Total CDT ODT do RNAm positivo negativo

Bergé-Lefranc et al.,1985 9 9 - - - - - HS - - -
Ohta et al.,1991 13 7 6 - - A - NB,SB - - -
Hoang Vu et al.,1992 - - - - - A - NB B-actina - -
Elisei et al.,1994 39 22 17 12 - A - HS B-actina , calcit - -
Ditkoff et al.,1996 100 87 6 7 P, T A,D S,NS SQ GAPDH - -
Arturi et al.,1997 37 22 12 - - - - SQ GAPDH - -
Ringel et al., 1998 77 77 - 10 P,T A,D S, NS SQ Gsa, IL2 4 73
Tallini et al.,1998 44 24 35 11 P, T A,D - SQ GAPDH - -
Ringel et al., 1999 107 107 - 16 T A,D S,NS Q Gsa 15 92
Wingo et al.,1999 - - - 32 - - - Q - 0 32
Biscolla et al., 2000 34 34 - 6 T A,D S SQ B-actina 5 29
Bojunga et al.,2000 235 150 85 50 T D S SQ GAPDH - -
Ringel et al.,2001 77 77 - 10 T D S,NS SQ IL2, Gsa 4 73
Gubala et al.,2001 (Polish) 60 60 - - - D - SQ GAPDH -
Bellantone et al.,2001 66 66 - 1 T A,D NS SQ aldolase 20 46
Fenton et al.,2001 38 5 32 1 - A,D S,NS Q - 4 34
Bugalho et al.,2001 10 - 10 10 T - S SQ GAPDH 0 10
Takano et al.,2001 57 53 4 17 T A,D S, NS Q GAPDH 4 53
Fugazzola et al.,2002 36 36 - 7 T A,D NS SQ HGPRT 0 36
Eszlinger et al.,2002 112 69 43 42 T A,D - Q GAPDH, B-Actina - -
Savagner et al.,2002 60 40 20 10 T D S Q PSA 1 59
Grammatopoulos et al.,2003 28 28 6 5 P,T D S SQ B-actina 4 24
Span et al.,2003 58 58 - 2 T A,D S,NS Q B-actina 9 49
Denizot et al.,2003 26 26 - 11 T D - Q RNA 18S 2 24
Chinnappa et al.,2004 153 75 27 51 T(n=67) A,D S,NS SQ GAPDH 14 139
Kaufmann et al.,2004 20 16 4 10 - D S, NS Q, SsQ GAPDH - -
Elisei et al.,2004 80 80 - 20 T D S,NS Q - 0 80
Li et al.,2004 42 42 - 20 - - - SQ B-actina 1 41
Wagner et al.,2005 72 36 36 - - A,D - SQ GAPDH - -
Kaczka et al.,2005 (Polish) 24 24 - - - - - Q B-actina - -
Karavitaki et al.,2005 95 95 - - - - S SQ - - -

CDT: Carcinoma Diferenciado de Tireoide; ODT: Outras Doencgas Tireoideanas; P: parcial; T: total; A: antes da Radioiodo Terapia (RIT); D: apds RIT; S: TSH suprimido; NS: TSH né&o suprimido;
tec: tecido; sang: sangue; linf: linfonodos; HS: hibridizagao in situ; NB: Northern blot; SB: Slot blot; Q: quantitativo; SQ: semi-quantitativo.



continuagao

Autor Amostra

Tipo Método de extracdo do RNA Tubo de coleta
Bergé-Lefranc et al.,1985 tec - -
Ohta et al., 1991 tec - -
Hoang Vu et al.,1992 tec - -
Elisei et al.,1994 tec Fenol cloroférmio / tiocianato de guanidina
Ditkoff et al.,1996 san, tec Kit RNA STAT-60 RNA STAT-60
Arturi et al.,1997 tec Kit Purificacdo de RNAm -
Ringel et al.,1998 sang Trizol LS Trizol LS reagent
Tallini et al.,1998 san, tec Fenol cloroférmio / tiocianato de guanidina heparinizado
Ringel et al.,1999 sang Trizol trizol
Wingo et al.,1999 sang Kit PUREscript EDTA
Biscolla et al.,2000 sang Trizol LS Trizol LS reagent
Bojunga et al.,2000 sang Kit Rneasy blood EDTA
Ringel et al.,2001 sang Trizol LS trizol
Gubala et al.,2001 (Polish) tec - -
Bellantone et al.,2001 sang Trizol heparina / EDTA
Fenton et al.,2001 sang Kit PUREscript EDTA
Bugalho et al.,2001 sang Trizol LS / Kit Rnesy blood mini -
Takano et al.,2001 sang Fenol cloroférmio / tiocianato de guanidina heparina
Fugazzola et al.,2002 sang Kit RNAzol B Tel-Test RNAzol
Eszlinger et al.,2002 sang kit QlAamp RNA blood mini citrato
Savagner et al.,2002 sang Trizol Trizol LS reagent
Grammatopoulos et al.,2003 sang Kit PUREscript EDTA
Span et al.,2003 sang Kit Qiagen Rneasy blood mini EDTA
Denizot et al.,2003 sang Fenol cloroférmio / tiocianato de guanidina isocianato guanidina
Chinnappa et al.,2004 sang Trizol EDTA
Kaufmann et al.,2004 sang kit QIAamp RNA blood mini EDTA
Elisei et al.,2004 sang Kit PUREscript -
Li et al.,2004 sang Kit PAXgene Blood RNA PAXGENE
Wagner et al.,2005 sang Trizol LS -
Kaczka et al.,2005 (Polish) linf - -

Karavitaki et al.,2005

CDT: Carcinoma Diferenciado de Tireoide; ODT: Outras Doengas Tireoideanas; P: parcial; T: total; A: antes da Radioiodo Terapia (RIT); D: apds RIT; S: TSH suprimido; NS: TSH nao

suprimido;

tec: tecido; sang: sangue; linf: linfonodos; HS: hibridizagao in situ; NB: Northern blot; SB: Slot blot; Q: quantitativo; SQ: semi-quantitativo.



