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RESUMO

Contexto: A investigagéo clinica de linfonodos locais aumentados de
tamanho no inicio ou durante o acompanhamento do carcinoma diferenciado
de tireoide (CDT) é uma tarefa dificil. Apesar de o exame citoldégico do material
obtido por puncédo aspirativa por agulha fina de linfonodos (PAAF-C) ser
extremamente especifico para o diagnéstico de metastases linfonodais, sua
sensibilidade é baixa, especialmente em funcao das amostras paucicelulares.

Sintese: Muitos estudos tém demonstrado que a determinacdo da
tireoglobulina (Tg) no lavado da agulha utilizada na puncdo (PAAF-TgQ)
aumenta o desempenho diagnéstico da citologia para até 100% de
sensibilidade e especificidade, no entanto essa técnica é atualmente limitada
pela falta de padronizagdo na sua metodologia, inexisténcia de um ponto de
corte definido e pelas varias controvérsias que ainda persistem acerca de sua
acuracia diante de pacientes nao tireoidectomizados, com Tg sérica elevada ou
anticorpos anti-Tg circulantes.

Conclusao: A PAAF-Tg aumenta o desempenho da PAAF-C na
determinacdo de metéstases linfonodais, inclusive quando esta ndo consegue

diagnostica-las e por isso deve ser parte do seguimento do CDT.



INTRODUCAO

Nos ultimos anos, um aumento relevante na incidéncia de cancer de
tireoide tem sido documentado em todo o mundo (1-5). Estima-se que 60.220
novos casos de cancer de tireoide devam ser diagnosticados em 2013 nos
Estados Unidos da América (USA), com trés em cada quatro casos ocorrendo
em mulheres (6). A taxa de incidéncia de cancer de tireoide vem aumentando
drasticamente desde meados dos anos 1990, e este € o0 cancer que tem
crescido mais rapidamente entre homens e mulheres (6), devido principalmente
ao histotipo papilifero (1-3, 7).

Até 30% dos pacientes com carcinoma papilifero de tireoide (CPT) tem
persisténcia ou recorréncia da doenca em linfonodos (LNs) cervicais (8,9).
Dados de centros onde biépsia de linfonodo sentinela ou disseccao de
linfonodos centrais sdo praticadas de rotina mostram que metastases ocultas
podem ser observadas em até 90% dos pacientes (10,11,12).

A investigagao clinica de linfonodos locais aumentados de tamanho no
inicio ou durante o seguimento do carcinoma diferenciado de tireoide (CDT) é
uma tarefa dificil, uma vez que linfadenopatias inflamatérias sédo extremamente
frequentes e metéstases de linfonodos cervicais advindas de céanceres nao
tireoidianos sdo achados relativamente comuns (13).

Assim, para facilitar a correta identificagédo de linfonodos metastaticos
antes ou apds a cirurgia primaria muitas ferramentas tém sido propostas. O
acompanhamento do CDT apds tireoidectomia e ablacdo com radioiodo é
baseado na dosagem de tireoglobulina sérica basal e estimulada por
tireotrofina (TSH), na pesquisa de corpo inteiro com iodo radioativo (PCl), na

ultrassonografia (US) cervical (13) e na puncdo aspirativa por agulha fina



(PAAF) com analise citolégica dos LNs. Adicionalmente, o estadiamento de
LNs cervicais é mandatério no manejo do cancer de tireoide antes da
tireoidectomia para submeter pacientes com CDT metastatico a cirurgias mais
radicais. Este estadiamento é realizado por meio de US cervical € no caso de
suspeicdo, a natureza metastatica do LN é confirmada com a avaliacao
citologica do aspirado da PAAF (14).

Apesar de a especificidade da tireoglobulina sérica (sTg) para
diagnosticar recorréncias ser elevada, este método nao € ideal para a deteccao
de metastases de LNs pequenos. Além disso, a sTg nao localiza os focos
neoplasicos e € seriamente afetada pela presenca de anticorpos anti-
tireoglobulina (TgAc) séricos, identificados em 25-30% dos pacientes com CDT
(15, 16). Os resultados da PCI, por sua vez, podem ser afetados pelo tamanho
do tumor, pela dose de iodo radioativo e pela capacidade de captacado de
radiotracadores. Metastases linfonodais, por exemplo, podem nao captar iodo
em 20-40% dos casos, mesmo quando altas doses de "'l sdo aplicadas (17,
18).

A US tem um papel cada vez mais importante no seguimento de
pacientes com CPT apds a terapia inicial (19). A sensibilidade da US em
detectar massas ocultas e LNs cervicais ndo palpaveis esta bem documentada.
No entanto, apesar do estabelecimento de critérios preditivos de malignidade,
esses ndao sdo precisos o suficiente para distincdo entre LNs benignos
(inflamatérios ou reacionais) e metastaticos ou suspeitos, mesmo quando
agrupados (20) e, além disso, requerem um operador experiente e qualificado

para sua identificagéo.



A avaliacéo citolégica das amostras de LNs obtidas por PAAF (PAAF-C)
tem sido amplamente utilizada para confirmar achados ultrassonograficos
suspeitos, principalmente nos pacientes com sTg indetectavel em vigéncia de
TSH suprimido e naqueles com metastases nao captantes de iodo (19).
Todavia, a sensibilidade deste método esta longe de ser ideal, uma vez que
varia de 75% a 85% (21, 22), com uma taxa de resultados falso negativos de
6% a 8% (21, 23) e até 20% de amostras nao representativas ou com
celularidade inadequada, a dependendo da experiéncia e habilidade do
citopatologista (24, 25).

Para melhorar o rendimento diagnéstico da PAAF-C, varios autores tém
sugerido a dosagem da Tg no lavado da agulha utilizada na PAAF (FNAB-TQ).
Este método foi proposto inicialmente em 1992 por Pacini e colaboradores (21),
que demonstraram que niveis elevados de PAAF-Tg em LNs de individuos
submetidos a tireoidectomia e a radioablacdo eram decorrentes de metastases
de carcinoma de tireoide, enquanto que valores indetectaveis indicavam
linfadenopatia inflamatéria ou de origem n&o tireoidiana. Nesse estudo, a
sensibilidade da PAAF-Tg foi de 100%, enquanto que a sensibilidade da
citologia foi de apenas 85,7%. Em 1993, Lee et al. (26) relataram que a
combinagcdo da PAAF-C com a PAAF-Tg permitiu a deteccdo de LNs
metastaticos em maior numero que cada técnica individualmente, alcangando
sensibilidade e especificidade de 100%.

Desde entdo, varios outros autores tém realizado a PAAF-TgQ,
encontrando sensibilidades que variaram de 81,4% a 100% e especificidades
de 85% a 100% (13, 21, 22, 27-39). Apesar desses resultados, algumas

controvérsias persistem sobre certas questbes, incluindo a escassez de



estudos para validar o beneficio da PAAF-Tg sobre a PAAF-C isolada e a
variacdo dos valores de pontos de corte de 0,9 a 39 ng/mL, dependendo do
método utilizado para a dosagem de Tg (22, 28-30), além de divergéncias
relacionadas ao desempenho diagndstico do teste em pacientes que ainda nao
se submeteram a tireoidectomia. Somado a isto, a metodologiada da PAAF-Tg
ainda nao foi padronizada, o que faz com que todos os estudos publicados
sobre o tema apresentem diferencas significativas nas técnicas utilizadas para
lavar a agulha e para dosar a Tg, bem como nas unidades usadas (ng/PAAF,
ng/mL) para expressar os resultados da PAAF-Tg e na interpretacao dos
valores deste teste diagndstico. Como consequéncia, o lugar exato da PAAF-
Tg no acompanhamento de pacientes com CDT ainda € motivo de debate.
Assim, os objetivos deste artigo sdo resumir as evidéncias publicadas na
literatura sobre o uso da FNAB-Tg no seguimento de individuos com CDT e
discutir os seguintes topicos: 1) a acuracia da PAAF-Tg na detecgao de
metéastases cervicais em individuos submetidos a tireoidectomia total ou
aguardando cirurgia da tireoide; 2) o beneficio diagnéstico da PAAF-Tg quando
comparada ao emprego da PAAF-C isolada para detecgao de recorréncias de
CDT em LNs cervicais; 3) os métodos a partir dos quais foram definidos os
varios pontos de corte relatados na literatura para a PAAF-Tg, incluindo uma
comparacgao de suas performaces diagndsticas para deteccao de malignidades
e 4) as diferencas entre as técnicas usadas para realizar a PAAF-Tg, incluindo
uma avaliagdo de possiveis influéncias de variagdes técnicas sobre a acuracia

diagnostica do método.

REVISAO



O Consenso Europeu para o manejo de pacientes com carcinoma
diferenciado de tiredide recomenda um rastreio entre 6 e 12 meses apds o
tratamento inicial, com US cervical e dosagem de Tg sérica sob estimulacao
com TSH recombinante (14).

A selecao dos pacientes que devem ser submetidos a PAAF deve ser
feita com base na arquitetura ecografica do LN investigada pela US. Os
indicadores mais confidveis de malignidade sao hiperecogenicidade
heterogénea consistente com microcalcificacdes, perda do hilo, alteracoes
cisticas e vascularizacdo periférica (40). Todos esses achados
ultrassonogréficos apresentam forte correlagdo com achados de malignidade
em analises histolégicas pds-operatérias (19).

Alguns autores (14, 40, 41) sugerem recorrer a PAAF apenas quando o
eixo mais curto do linfonodo exceder 5 mm de comprimento, uma vez que esse
critério esta associado com um bom equilibrio entre a sensibilidade e a
especificidade da citologia isolada para a deteccao de CPT metastatico (61% e
96%, respectivamente) (19).

Desde que Pacini et al. (21), h& cerca de 20 anos, relataram que altas
concentragbes de Tg s&o detectaveis em LN metastaticos de carcinoma de
tireoide, uma série de estudos mostraram que a sensibilidade da PAAF-Tg para
detectar metastases de LN cervicais de CDT é maior que a sensibilidade da
PAAF-C (13, 21,22,27-39). Frasoldati et al. (22), avaliando o papel da PAAF-Tg
na deteccdo de metastases linfonodais em pacientes com CDT antes da
tireoidectomia, encontraram uma sensibilidade e especificidade de 78,6% e
100%, respectivamente. Além disso, a sensibilidade da combinagdo entre

PAAF-C e PAAF-Tg para avaliar LNs cervicais mostrou-se maior que a



sensibilidade da PCIl e da sTg. Em um estudo posterior com pacientes com
recorréncia cervical de CDT, o mesmo grupo demonstrou que a sensibilidade
aumentou de 84,8% para 95,6% quando a PAAF-Tg foi adicionada a citologia
(42).

Em 2003, Cignarelli et al. (27) demonstraram que a PAAF-Tg também
pode contribuir para o diagndstico de amostras paucicelulares obtidas de
metastases cisticas, ao relatar que o diagnéstico de dois dos seis casos de LNs
cervicais com metastase cistica de CPT que participaram do seu estudo foram
estabelecidos pela PAAF-Tg mas nao pela citologia sozinha.

Bournaud et al. (36), avaliaram 114 pacientes consecutivos com cancer
de tireoide e 16 individuos controles. A sensibilidade da PAAF-Tg foi de 94,2%
e sua especificidade de 97,8%. A PAAF-C, por sua vez, apesar de ter
apresentado 100% de especificidade, mostrou sensibilidade de 71%, devido,
principalmente, a existéncia de amostras inadequadas.

Salmaslhoglu et al. (35), compararam os diagndsticos histolégicos finais
de 255 LNs com os resultados da PAAF-C e da PAAF-Tg pré-operatorias. A
PAAF-C falhou em detectar 17% dos LNs metastaticos, enquanto apenas 1%
deles nao foi detectado pela PAAF-Tg. A especificidade, a acuracia, o valor
preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) da PAAF-Tg foram
significativamente maiores quando comparados a PAAF-C.

A degeneragédo cistica dos depdsitos metastaticos do CPT néao é
incomum (43, 44) e nesses casos a PAAF do LN, mesmo com orientagdo
ultrassonografica, pode mostrar apenas material coloide, restos celulares e
macréfagos, sem quaisquer células tumorais identificaveis. Essas amostras séo

geralmente classificadas como “ndo diagndsticas” ou “insatisfatérias para
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avaliacdo” (45-47). A PAAF-Tg, por sua vez, tem mostrado uma grande
sensibilidade na deteccdo de metastases cisticas quando a citologia ndo é
conclusiva. Cunha et al. (30), por exemplo, analisaram 83 LNs cervicais
aumentados de tamanho de 67 pacientes com CDT e encontraram que a
sensibilidade da PAAF-Tg foi de 100%, enquanto a citologia isolada nao
conseguiu diagnosticar 9 dos 17 pacientes com recorréncias. Se apenas a
PAAF-C tivesse sido considerada, somente um de seis linfonodos metastaticos
com componente cistico teria sido diagnosticado (sensibilidade de 16,7%).

Uruno et al. (81) estudaram 129 linfonodos aumentados de 111
pacientes com CDT e que as sensibilidades da PAAF-Tg e da citologia foram
de 81,4 e 78%, respectivamente, e que a sensibilidade da PAAF-Tg na
deteccdo de metastases cisticas ou mistas de CPT foi de 100%. No total,
36,4% dos casos considerados benignos e 37,5% dos casos julgados como
inadequados pela citologia foram positivos pela PAAF-Tg.

Snozek et al. (28) avaliaram 122 amostras de PAAF de 88 pacientes
com historia de CDT e tireoidectomia. Eles encontraram que os niveis de Tg
foram menor ou igual a 1 ng/mL em 50 de 52 amostras benignas (96,2%) e
maiores que 1 ng/mL em todas as 70 amostras malignas. Cinco (4,9%), de 103
amostras com diagndstico citologico, tiveram resultados de PAAF-Tg
discordantes, sendo que em quatro destas, a PAAF-Tg foi concordante com o
diagnéstico final. Como 18 dos 19 casos (94,7%) classificados como nao
diagnésticos pela citologia ou sem avaliagGes citolégicas foram corretamente
diagnosticados pela PAAF-Tg, os autores sugeriram a substituicdo da PAAF-C

pela PAAF-Tg para avaliacao de metastases em LNs cervicais.
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O Consenso Europeu a respeito do manejo de pacientes com CDT (14)
e 0 Consenso Brasileiro de Nédulos de Tireoide e Cancer Diferenciado de
Tireoide (48) atualmente recomendam combinar a PAAF-Tg com avaliagao
citolégica das amostras da PAAF para confirmar suspeitas de metastases
linfonodais. Em contrapartida, a Associacdo Americana de Tireoide (44) por
sua vez, nao cita o método em suas diretrizes devido, provavelmente, a menor
experiéncia dos tireoidologistas dos EUA com a PAAF-Tg. Os dados
disponiveis sobre o valor diagnoéstico da PAAF-Tg tém sido obtidos com
diferentes tipos de ensaio de Tg, varios volumes de liquido de lavagem e
diferentes pontos de corte para definir resultados negativos (19). A falta de
consenso sobre a recomendagdo da PAAF-Tg entre as diversas diretrizes
mundiais para manejo do CDT é explicada, possivelmente, pela caréncia de um

padrao internacional de execucao e interpretacao da técnica.

Fatores que podem afetar a acuracia dos ensaios de Tg

A dosagem da Tg € um dos maiores desafios laboratoriais, em fungdo de
interferéncias que podem alterar o resultado do exame, falta de padronizagcéao
metodologica, sensibilidade funcional inadequada, além da variabilidade nas
especificidades dos anticorpos utilizados pelos kits comerciais disponiveis.
Todos esses fatores comprometem a acuracia do método e proporcionam uma
grande variabilidade interensaio, 0 que torna a comparacao entre os estudos
dificil.

Os métodos disponiveis para dosagem de Tg incluem os imunoensaios,
como o ensaio imunomeétrico (IMA) e o radioimunoensaio (RIE), além do ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), que € pouco usado. Os antigos

métodos de dosagem por competicdo que utilizam tracadores radioativos tém
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sido progressivamente substituidos pelos IMA, mais especificos e sensiveis,
que incluem os ensaios imunorradiométricos (IRMA) e o0s de
imunoquimioluminescéncia (ICMA) (47). A metodologia dos IMA permite a
deteccdo de concentragdes de Tg inferiores a 0,1 ng/mL e suas vantagens
técnicas incluem menor tempo de incubacdo e anticorpos reagentes mais
estaveis (50).

Historicamente, tem sido relatada uma grande variabilidade interensaios
nos métodos de dosagem de Tg (51). A precisdo entre ensaios deve ser
sempre a maior possivel, para que a interpretacao dos resultados nao seja
comprometida por mudangas nos reagentes utilizados ou na calibragdo dos
aparelhos ao longo do acompanhamento de um paciente (51).

Coeficientes de variacao interensaio de 48%, para valores de sTg de
cerca de 5,0 ng/mL, a 80-120% para valores indetectaveis de Tg, tém sido
descritos (52). Estas discrepancias sao parcialmente explicadas pela
heterogeneidade da Tg humana e pelas diferencas nas especificidades por
epitopos dos anticorpos reagentes utilizados nos diversos imunoensaios (53).
Em particular, os carcinomas da tiroide secretam uma isoforma predominante
ou varias isoformas de Tg que podem ser detectadas com intensidades
diferentes dependendo dos anticorpos e do método de ensaio utilizados (54).

Diferentes diretrizes e consensos propdem a utilizacdo de kits que
adotaram o padrdo Europeu de fabricacdo de ensaios de Tg, o CRM 457 (55,
56), que propde a utilizacdo de Tg purificada obtida de tireoide humana como
estimulo antigeno para fabricacdo dos anticorpos de dosagem (57).

Infelizmente muitos ensaios ndo estdo de acordo com esse consenso € essa
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padronizacao universal, apesar de ter diminuido, ndo eliminou a variabilidade
entre os métodos de dosagem de Tg disponiveis (51, 54).

Adcionalmente, a sensibilidade funcional também é hoje um conceito
fundamental para se determinar o desempenho de um kit de dosagem de Tg.
Ela é definida como a menor concentracdo de Tg dosada com um coeficiente
de variacao interensaio inferior ou igual a 20% (58) e representa 0 menor valor
detectado clinicamente relevante do teste. A sensibilidade funcional melhorou
sucessivamente desde o surgimento dos primeiros métodos de dosagem de
Tg, passando de 5-10 ng/mL nos ensaios RIAs antigos, para 0,5 a 0,9 ng/mL
nos IMAs de primeira geragdo, e para 0,05-0,1 ng/mL em IMAs
"ultrassensiveis" (59).

A sensibilidade funcional do método influencia diretamente os pontos de
corte. O estudo original de Pacini et al. (21) mostrou que o ponto de corte,
definido como a média + dois desvios padrao (DP) dos valores de PAAF-Tg
obtidos de pacientes com diagnéstico final benigno ou maligno de doenca nao
tireoidiana, foi de 21,7 ng/PAAF. Este ponto de corte elevado pode ser
explicado pela baixa sensibilidade funcional do método usado para a dosagem
da Tg, que era de 3 ng/mL. A maior sensibilidade funcional dos ensaios
disponiveis atualmente explica a diminuicdo progressiva dos limiares
propostos. Em fungao disso, alguns autores propdem que o ponto de corte para
a PAAF-Tg deva ser adaptado para o método de Tg utilizado em cada centro
(36).

Diversos estudos tém sido publicados com foco nos fatores
metodologicos que podem influenciar os valores de Tg encontrados em lavados

da PAAF, tais como o volume e tipo de liquido utilizado na lavagem da agulha,



14

o procedimento de coleta das amostras e a interferéncia dos TgAc e da sTg

nos valores da PAAF-TqQ.

Enxague da agulha

Liquido de enxague da agulha

O meio usado para lavar a agulha utilizada na PAAF varia entre os
estudos, de solucao salina fisiol6gica a 0,9% ao soro livre de Tg, padrao “zero”
fornecido pelo kit de dosagem de Tg (Tabela 1). A solucdo salina é mais
acessivel e de baixo custo, sendo, por isso, empregada com maior frequéncia
(28-30, 32-35). Para comparar os tipos de liquidos de lavagem usados na
PAAF, Frasoldati et al. (22) usaram agulhas distintas para coletar duas
amostras consecutivas dos mesmos 10 LNs metastaticos e 10 LNs negativos
para malignidade; uma agulha foi lavada com 1,0 mL de solugéo salina e a
outra com 1,0 mL de soro livre de Tg. As concentracbes da PAAF-Tg nao
diferiram entre os lavados das agulhas adquiridos com os dois meios de

enxague.

Tabela 1 Revisado dos diferentes métodos de dosagem de Tg pela pungéao aspirativa
por agulha fina.

Numero de Método de dosagem da Agulha  Volume e tipo Unidade "
pacientes/LNs Tg (kit) (calibre) do liquido de
enxague
Boi et al. 73/- Imunoradiométrico (CIS  22-25 Soro livre de ng/mL
(13) Bio International) ou Tg*™* 0,5 mL
Imunométrico

quimioluminescente

(Immulite 2000 -

analizador automatico de

imunoensaios, Simens)
Pacine et 35/- Imunoradiométrico 21 Soro livre de Tg  ng/PAAF
al. (21) (Sorin) 0,5mL



Frasoldati 130/216
et al. (22)

Snozek et 88/122
al. (28)

Boreletal. 34/53

(29)

Cunha et 67/83
al. (30)

Urunoetal. 111/129

(31)

Kim et al. 168/168

(32)

Jeon et al. 47/76
(33)

Sohnetal. 92/95
(34)

Salmashdgl 225/255
u et al. (35)

Bornaud 89/122
etal. (36)

Sigstad et 145/256
al. (37)

Biscolla et 32/44
al. (38)

Zanella et 43/43
al. (39)

Giovanella  108/156
etal. (61)

Kim et al. 68/91

(62)

Imunoradiométrico
(Radim)

Analizador automatico
de imunoensaio DXI
(Beckman Coulter) ou
Immulite 2000 -
analizador automatico de
imunoensaios (Simens)
Imunoradiométrico (CIS
Bio International)

Imunométrico
quimioluminescente
(Immulite 2000,
Euro/DPC Ltd)

Imunoradiométrico (CIS
Bio International)

Imunoradiométrico (CIS
Bio International)
Imunoradiométrico (CIS
Bio International)
Imunoradiométrico (CIS
Bio International)
Imunofluorométrico

Imunofluorométrico
(Delphia)
Eletroquimioluminescent
e (Modular E-170 Roche)
Imunoradiométrico
DYNO test Tg-plus,
(BRAHMS Diagnostica
GmbH)
Imunoradiométrico (CIS
Bio International)

22-23
Agulha
espinhal
25

22 BD
espinhal
® ou
23BD
Microlan
ce 3®
22 ou 25

22
23
21-23
23
27

25 ou 27

22-25

21-23

15

Soro livre de Tg
ou solugao
salina 1 mL
Solugéao salina
0,5a1mL

Solugéo salina 1
mL

Solugéao salina 1
mL

Solucao salina
0,5mL

Solugao salina 1
mL

Solugao salina 1
mL

Solugéo salina 1
mL

Solugéo salina 3
mL

Soro livre de Tg
1mL

Soro livre de Tg
ou solucao
salina 0,5 mL
Solugéo salina 1
mL

Solugéo salina 1
mL

Solugéo salina 1
mL

Solugéo salina
0,5mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL
ng/mL
ng/mL
ng/mL
ng/mL
ng/PAAF

ng/mL

ng/mL
ng/mL

ng/mL

ng/mL

PAAF, puncéo aspirativa por agulha fina; LNs, linfonodos.* Unidade empregada para
expressar os resultados da dosagem de tireoglobulina no lavado da pungéo aspirativa
por agulha fina (PAAF-Tg). ** Soro livre de Tg, padréo “zero” fornecido pelo kit do

ensaio de Tg.

Contudo, os estudos de Baskin et al. (15) e Snozek et al. (28)

levantaram a possibilidade do aparecimento de efeito matriz quando a solucao
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salina é utilizada. O efeito matriz € um tipo de interferéncia em que os
constituintes do ambiente em que a Tg se encontra alteram a reatividade da Tg
com o0s anticorpos do ensaio. Snozek et al. (28) realizaram um teste de
recuperacao apos sobrecarga exégena de Tg e mostraram que os valores de
Tg aumentaram em aproximadamente 25% (variando de 100 a 140% do
valores esperados) quando a agulha da PAAF foi lavada com solugao salina.
De fato, a natureza da solugdo usada para enxaguar a agulha pode influenciar
a conformacgao das proteinas, afetando assim a ligacdo dos anticorpos, o que
foi observado no caso da Tg quando a solucéo salina foi usada como tampéao
(28, 29, 31, 37). Este efeito matriz pode explicar valores elevados de Tg
encontrados por alguns autores em LNs benignos (36). Interagcdes nao
especificas podem ser a causa dessa interferéncia na dosagem de Tg, como
observado por Baskin et al. (15).

Assim, apesar de o volume da solugéo incluida no kit ser limitado e do
seu maior custo, sua utilizacao é preferivel a solucao salina para evitar viés na
dosagem de Tg em lavados da PAAF (36). No entanto, quando a solugao
salina for usada for utilizada por motivos praticos, recomenda-se verificar a
auséncia do efeito matriz (60), como foi feito por Borel et al. (29), que
mensuraram a imunorreatividade da Tg em amostras contendo apenas solugéao
livre de Tg incluida no ensaio, solu¢ao salina ou solugédo salina suplementada
com 70g/l de albumina sérica humana. Os resultados mostraram que a
imunorreatividade da Tg ndo alcancaram o limite de deteccdo do ensaio em

todas as amostras estudadas.

Volume do liquido de enxague
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Nos varios estudos, o volume de liquido usado para enxaguar a agulha
da PAAF varia de 0,5 a 3,0 mL (Tabela 1), sendo o valor de 1,0 mL empregado
com maior frequéncia (22, 29, 30, 32-34, 36, 42) e também recomendado pelo
consenso publicado por Leenhardt et al. (60). Alguns autores propdem lavar a
agulha varias vezes e coletar o montante total dos lavados em um mesmo tubo.
De acordo com Borel et al. (29), trés lavagens capazes de somar um volume de
1,0 mL de liquido sao suficientes para se obter mais de 97% da Tg presente na

agulha.

Coleta das amostras

Diversos tubos de ensaio estdo disponiveis no mercado e uso dos
mesmos na PAAF-Tg deve ser validado. De acordo com Giovanella et al. (61),
vieses na dosagem da PAAF-Tg podem ser provocados por diferentes tubos
utilizados para armazenar o lavado da agulha de puncdo. Apdés PAAF guiada
por US em 156 LNs de 108 pacientes previamente tratados com tireoidectomia
e radioablacao por CDT, esses autores executaram a lavagem das agulhas
com 1,0 mL de solugéo salina, que eles dividiram, de forma homogénea, em
trés tubos de ensaio diferentes: tubo de ensaio simples, tubo separador de soro
e tubo com heparina de litio. O uso de tubos com separador de soro e com
heparina de litio foi associado com reducgdes significativas nos valores da
PAAF-Tg em comparagdo com os tubos simples. Além disso, a PAAF-Tg
dosada em tubos simples e com separador de soro mostrou sensibilidade de
100%, enquanto que dois resultados falsos negativos ocorreram nos tubos com
heparina de litio (sensibilidade de 98%). Assim, os tubos com separador de

soro e os tubos com heparina de litio podem diminuir a concentracdo medida
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da PAAF-Tg e a coleta de um volume padronizado de liquido de lavagem em

tubos de ensaio simples é recomendada.

Interferéncia pela tireoglobulina circulante

Ha um ndmero limitado de estudos sobre o valor diagnéstico da PAAF-
Tg para o estadiamento de LNs em pacientes com CDT antes da tireoidectomia
(22, 32, 36, 37, 62) e seus resultados sao discordantes.

Embora Frasoldati et al. (22) tenham encontrado 100% de
especificidade para a PAAF-Tg de pacientes aguardando tireoidectomia e
Cunha et al. (30), um VPP de 100% em pacientes antes da cirurgia, resultados
falsos positivos tém sido relatados em individuos com sTg elevada (15, 21, 32).
De fato, niveis de Tg tao altos quanto 88,8 ng/mL foram encontrados em LNs
benignos de pacientes que aguardavam cirurgia para cancer da tireoide (32,
36) e em LNs de pacientes sem qualquer doenca da tireoide, o que poderia
conduzir a uma cirurgia desnecessaria para muitos desses pacientes (31).

Segundo Sigstad et al. (37), a manipulagao ou palpagéao da tireoide em
pacientes que tenham toda a glandula ou parte dela pode causar escape de Tg
para a linfa, resultando em dosagem falsamente positiva de Tg em LNs por
meio da PAAF-Tg. A PAAF-Tg deve ser igualmente evitada na investigagdo de
LNs situados proximos a tireoide (LNs paratraqueal, pré-traqueal e pré-
laringeo, por exemplo) antes da tireoidectomia, quando o risco da agulha da
puncdo atravessar a glandula tireoide € elevado, resultando em valores
aumentados da PAAF-Tg, independentemente da existéncia de malignidade no
LN (81). Outras explicacbes para os resultados falso positivos incluem a
contaminacdo do LN pela sTg circulante e artefatos causados pelo método

utilizado para deteccao de Tg em funcao de ligacdes nao especificas de seus
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anticorpos com diferentes componentes do meio. Estes artefatos, descritos
acima como efeito matriz, dependem dos anticorpos e do meio utilizado.

A hip6tese de contaminacao pela sTg, ndo é suportada pelos dados
obtidos por Borel et al. (29). Segundo eles, mesmo se o material coletado pela
PAAF se constituisse apenas de sangue, em funcdo da diluicdo, a taxa de
contaminagcao da PAAF-Tg seria de 0,2 vezes o valor da sTg, que neste estudo
variou entre 0,003% e 0,012%, claramente nao significativa. Para reforcar esse
argumento, eles também mostraram que a PAAF-Tg foi indetectavel em
pacientes controles negativos, que ndao haviam se submetido previamente a
tireoidectomia e que, portanto, tinham sTg detectavel. Por fim, eles dosaram a
albumina nos lavados da PAAF e mostraram que a contaminacao da PAAF-Tg
por proteinas séricas foi muito baixa. Eles concluiram que a sTg pode interferir
de forma significante nos valores da PAAF-Tg apenas em pacientes com
elevados niveis de sTg, em quem a realizacdo da PAAF-Tg nao seria
necessaria, ja que esses pacientes geralmente sao portadores de metastases
evidentes. Outros autores, como Bournaud et al. (36) e mais recentemente Kim
et al. (62), também foram incapazes de identificar alguma influéncia da
presenca da glandula tireoide nos resultados da PAAF-Tg e mostraram que
este teste apresentou elevadas sensibilidade, especificidade e acuracia para o
estadiamento de LNs antes da realizagdo da tireoidectomia.

De forma contraria, em um grande estudo realizado por Kim et al. (32), a
PAAF-TQ realizada antes da cirurgia mostrou menor sensibilidade e acuracia
para os cinco valores de pontos de corte avaliados quando comparada a
dosagem apds a tireoidectomia. Segundo Sohn et al. (34), ndo esté claro se a

interferéncia da sTg em valores baixos ou intermediarios de PAAF-Tg é
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desprezivel, uma vez que os pacientes avaliados por Borel et al. apresentavam
niveis elevados de PAAF-Tg; assim, a solugao para este problema requer uma
analise mais aprofundada.

Varios pontos de corte diferentes tém sido sugeridos para a PAAF-Tg
antes da tireoidectomia. De acordo com alguns autores, que acreditam na
hip6tese de contaminacédo pela Tg circulante, diferentes limiares diagnosticos
devem ser estabelecidos para os pacientes que foram submetidos a
tiroidectomia e para aqueles que aguardam tireoidectomia, enquanto outros
recomendam a adocao de um ponto de corte Unico para ambas as categorias
de pacientes. Segundo Borel et al. (29), qualquer nivel detectavel de PAAF-Tg
em LNs cervicais de pacientes que ndo apresentem niveis elevados de sTg
estaria associado com a presenca de células da tireoide. Essa hipdtese é
fortalecida por estudos recentes nos quais pontos de corte Unicos da PAAF-Tg
tao baixos quanto 0,93 ng/mL identificaram corretamente LNs com metastases

de CDT (36).

Interferéncia pelos anticorpos anti-tireoglobulina (TgAc)

A interferéncia dos TgAc circulantes € sem duvida o mais grave
problema técnico que atualmente compromete a utilizacdo da sTg como
marcador de recorréncia de CDT (13, 16).

Como os métodos utilizados para medir a PAAF-Tg e a sTg sédo os
mesmos, uma possivel interferéncia dos TgAc com valores da PAAF-Tg foi
considerada (22, 42) até que Boi et al. (13) mostraram a auséncia de interacao
significativa entre os TgAc e os niveis de a Tg dosados em LNs cervicais de
pacientes com CDT, mesmo naqueles com TgAc detectaveis no interior dos

LNs, quer por sintese ativa quer por contaminagdo hematica. Apesar de esses
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autores terem relatado que a presencga dos TgAc nas amostras poderia resultar
em subestimacédo na concentracdo da PAAF-TQ, esta interferéncia mostrou ter
um pequeno efeito sobre o desempenho clinico do teste, uma vez que os niveis
de PAAF-Tg nos lavados contendo TgAc foram muito maiores que o ponto de
corte selecionado em todos os casos avaliados (13).

Cerca de dois anos antes, Baskin et al. (15) ja haviam relatado nao ter
encontrado diferencas em termos de sensibilidade e de especificidade para
deteccao metastases linfonodais entre pacientes com ou sem TgAc séricos. No
entanto, o nimero limitado de casos avaliados neste estudo impediu qualquer
concluséo sdlida.

A interferéncia reduzida dos TgAc nos resultados da PAAF-Tg quando
comparada aquela exercida na dosagem de sTg poderia ser explicada pela
diluicAo das amostras (diluicdo de 1:50 ou mais) (37), pelas elevadas
concentracdes de Tg no lavado, que saturam os locais de ligacdo dos TgAc
superando sua interferéncia, ou pela auséncia ou raridade dos TgAc no interior
dos LNs (13).

Em 2007, Sigstad et al. (37) estudou o papel da possivel interferéncia
dos TgAc e encontraram que esses anticorpos nao estavam presentes no
lavado da PAAF de individuos com TgAc séricos e PAAF-Tg negativa ou com
baixos valores. A auséncia dos TgAc no interior dos LNs também foi referida
por outros grupos (13, 29, 37, 63).

Segundo Boi et al. (13), embora ndo se possa excluir que a presenca de
TgAc nos lavados da PAAF possa, em alguns casos, impedir a detec¢ao de Tg
em LNs metastaticos, este fenbmeno ndo foi observado em sua série de

grande porte e portanto, sua frequéncia deve ser muito baixa.
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Cappelli et al. (64), por sua vez, observou recentemente a mudanca de
niveis indetectaveis para detectaveis na PAAF-Tg de LNs suspeitos de
metastase pela US ou pela PCIl apds a estimulacdo com TSH recombinante
humano (rhTSH) em dois pacientes com TgAc séricos detectaveis. Esses
autores acreditam que nesses pacientes, a presenca de TgAc poderia ter
impedido completamente a dosagem da Tg na PAAF e que somente apés
estimulacdo com rhTSH os niveis de Tg nos LNs teriam aumentado o suficiente
para saturar todos os sitios de ligacdo dos TbAc e se tornar detectavel, um
possibilidade ja aventada anteriormente. Como a presenca dos TgAc no lavado
da agulha de puncdo desses LNs nao foi avaliada uma que nado é
recomendada pela maioria dos autores e em funcdo da auséncia de dados
histolégicos, essa hipdtese nao pdde ser confirmada.

Zanella et al. (39) avaliaram o papel do TSH sérico nos niveis da PAAF-
Tg de pacientes sem evidéncia de metastases linfonodais pela citologia que se
encontravam em terapia supressiva de levotiroxina (TSH = 0,07 mUI/mL), ou
que estavam em hipotireoidismo para dosagem de sTg estimulada (TSH = 82,2
mUI/mL). Segundo esses autores, ndo foi encontrada nenhuma diferenga
significativa entre os valores medianos da PAAF-Tg entre os grupos (3,3 ng/mL
vs. 3,8 ng/mL, respectivamente), sugerindo a auséncia de interferéncia dos

niveis séricos de TSH nas dosagens de PAAF-TqQ.

Pontos de corte da dosagem de tireoglobulina no lavado da puncao

aspirativa por agulha fina

Embora o desempenho diagnéstico da PAAF-Tg esteja bem
estabelecido, seu ponto de corte permanece controverso. Uma grande

variedade de limiares de 0,9 até 39,3 ng/mL tém sido proposta na literatura
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(Tabela 2), mas nao esta claro se 0 mesmo ponto de corte pode ser usado para
pacientes antes e ap6s a tireoidectomia e para aqueles com elevadas
concentragdes de sTg. Os principais obstaculos para a definicdo de um ponto
de corte especifico para PAAF-Tg sao a variedade de kits de dosagem de Tg
disponiveis e as diferentes técnicas e volumes de solucao usados para lavar as
seringas da PAAF. Em alguns estudos, o ponto de corte foi definido como a
média + 2 DP dos valores de PAAF-Tg de pacientes com citologia negativa (15,
21, 27). Outros autores estabeleceram o ponto de corte baseado na
comparacao dos niveis da PAAF-Tg com os niveis de sTg, pelo qual os LNs
foram considerados metastaticos quando a PAAF-Tg era maior do que a sTg
(31, 33, 37, 62), o que afastaria a possibilidade de contaminacao pela Tg
circulante. Cunha et al. (30) definiu o ponto de corte como a sensibilidade
funcional do ensaio de Tg. Em outros estudos, o ponto de corte foi estabelecido
baseado na area abaixo da curva ROC (Receiver Operating Characteristic),
que representa a melhor relagdo entre sensibilidade e especificidade do teste
diagnéstico (32, 34-36). Boi et al. (13) usou o maior valor de PAAF-Tg
encontrado em LNs com citologia benigna que mostraram regressao

ultrassonografica em 6 a 12 meses como ponto de corte.

Tabela 2 Desempenho diagnostico da PAAF-Tg e da PAAF-C e pontos de cortes da
PAAF-Tg.

Sensibilidade Método Ponto de Sensibilidade/ Sensibilidade/ Padrao
analitica/ de corte da especificidad especificidade ouro®

funcional do definicaio PAAF-Tg e daPAAF-C daPAAF-Tg
kit de dosagem do ponto
da PAAF-Tg de corte

da PAAF-

Tg

Boietal. 0,2 (IRMA) ou Maior 1,7ng/mL _ 100%/100% Histopatol
0,5 ng/mL valor da (T) ou 36 ogia ou

(13)
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Pacine
etal.
(21)
Frasolda
ti et al.
(22)

Snozek
et al.
(28)

Borel et
al. (29)

Cunha
etal.
(30)

Uruno et
al. (31)
Kim et
al. (32)

Jeon et
al. (31)

Sohn et
al. (34)

(ICMA)/-

3 ng/mL/ -

0,25 ng/mL/ -

0,06 ou 0,2
ng/mL/0,1 ou
0,9 ng/mL

-/11 ng/PAAF

0,5 0u
0,2ng/mL/0,9
ng/mL

0,2 ng/mL/0,7
ng/mL

0,2 ng/mL/0,7
ng/mL

PAAF-Tg
encontrad
oemLN
benignos®

Média + 2
DpP°

Percentil
97,5 de
linfonodos
com
PAAF-C
benigna?
Curva
ROC

Sensiblidi
dade
funcional
do kit
sTg

Avaliou 5
pontos de
corte pela
curva
ROC
Baseado
em Uruno
et al.

Avaliou 6
pontos de
corte pela
curva
ROC

ng/mL
(NT)

21,7
ng/PAAF

1,1 ng/mL
(T) ou
39,3
ng/mL
(NT)

1 ng/mL

Alta: > 10
ng/mL
Intermedia
ria:1a10
ng/mL
Indetectav
el: <1
ng/mL

0,9 ng/mL

sTg,
média + 2
DP (32
ng/mL) ou
10 ng/mL
sTg ou 36
ng/mL
(quando
sTg nao
disponivel
)

5 ng/mL

85,7%l-

55% (T) e 57%

(NT)/100%(T)

78%l-

77,3%/98%

80,4%/100%

40,5%/100%

100%/-

84,0%/95,4%

100%/96,2%

100% (T e
NT)/100% (T)

81%/-

90,8%/89,8%

94,6%/90%

69%/83%

PAAF-C
reativa +
regressao
ultrassono
grafica em
6-12
meses
Histopatol
ogia

Histopatol
ogia

Histopatol
ogia, US
cervical ou
evidéncia
clinica em
mais de 1
ano de
acompanh
amento

Histopatol
ogia

Histopatol
ogia
Histopatol
ogia e
seguiment
o com US

Histopatol
ogia

Histopatol
ogia
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Salmash Curva 28,5 95%/40% 100%/96% Histopatol
oglu et ROC ng/mL ogia
al. (35)
Bornaud 0,2 ng/mL/0,7 Avaliou7 0,93 71,1%/73% 94,2%/97,8% Histopatol
et al. ng/mL pontos de ng/PAAF ogia ou
(36) corte pela PCI +
curva desaparec
ROC imento/
auséncia
de
progressa
onaUsS
Sigstad  0,1ng/mL/- sTg sTg 75%/50% e 100%/100% e Histopatol
et al. 100% (NT) 83% (NT) ogia
(37)
Biscolla 1 ng/mL _ Positivo: > 86%/100% _ Histopatol
et al. 50 ng/mL ogia, US
(38) Negativo: periddica
<1 ng/mL
Zanella 1 ng/mL/- Baseado 10 ng/mL _ 100%/100% Histopatol
et al. em Kim et ogia ou
(39) al. e PAAF-C
Baskin et negativa +
al. acompanh
amento
com US
cervical e
sTg
estimulad
a por pelo
menos 1
ano
Giovanel _ _ 1 ng/mL _ 98 ou Histopatol
la et al. 100%/100% ogia,
(61) exame
clinico,sTg
e US
cervical
Kim et 0,2 ng/mL/0,7 sTg sTg 96,4/68,9% 95%/90,9% (NT) Histopatol
al. (52) ng/mL (NT) e e 80%/100% (T) ogia

100%/90% (T)

PAAF, puncéo aspirativa por agulha fina; PAAF-Tg, dosagem de Tg no lavado da
puncdo aspirativa por agulha fina; PAAF-C, avaliagdo citolégica das amostras
coletadas pela puncado aspirativa por agulha fina; Tg, tireoglobulina; US,
ultrassonografia; PCIl, pesquisa de corpo inteiro; NT, pacientes aguardando
tireoidectomia; T, pacientes tireoidectomizados; LN, linfonodos; sTg, tireoglobulina
serica; IRMA, ensaios imunoradiométricos; ICMA, ensaios imunoquimioluminescentes.
aMétodos considerados padrdo ouro para determinar a sensibilidade e especificidade
da PAAF-Tg e da PAAF-C. ° LNs foram considerados como benignos quando
apresentaram PAAF-C reativa associada a regressao ultrassonografica em 6-12
meses, ou quando tiveram histologia benigna. °‘Média + dois desvios padrdo dos
valores da PAAF-Tg de LNs benignos de pacientes com histéria de carcinoma
diferenciado de tireoide (CDT). “Percentil 97,5 dos niveis de PAAF-Tg de pacientes
com PAAF-C negativas.
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Por razbes éticas, os pacientes com citologia benigna, em geral, ndo séo
submetidos a cirurgia. Em funcao disso, em alguns estudos os pontos de cortes
foram estabelecidos baseados em resultados da PAAF-C. A citologia, contudo,
nao pode ser considerada como padrdao ouro para se estabelecer o ponto de
corte da PAAF-Tg na medida em que o objetivo do estudo & comparar a
performance diagnodstica de ambos os testes (36).

O uso do valor da sTg como ponto de corte da PAAF-Tg pode ser dificil
em individuos que aguardam tireoidectomia ja que a maioria dos consensos
nao recomenda a avaliacdo da sTg nesses pacientes. Além disso, as amostras
sanguineas para dosagem de sTg e PAAF-Tg devem ser coletadas
simultaneamente uma vez que os valores de sTg variam ao longo de dias ou
semanas e poderia, assim, distorcer os dados. E também importante ter em
mente que na presenca de TgAc, o nivel sTg pode ser maior do que o nivel
realmente medido pela maioria dos ensaios disponiveis (13, 15).

Alguns autores (13, 15, 32) expressam os resultados PAAF-Tg como
nanogramas/mililitro (ou microgramas/litro), enquanto outros (21, 27, 29, 36),
usam a unidade nanogramas/puncédo (Tabela 2). De acordo com alguns
autores, a unidade nanograma/puncao representa melhor o teste, uma vez que
reflete a diluigio da Tg deixada na agulha, enquanto que a unidade
nanograma/mililitro pode induzir o leitor a acreditar que a PAAF-Tg reflete a
verdadeira concentracdo de Tg no LN. Por outro lado, alguns autores afirmam
que a unidade nanogramas/mililitro permite a comparacao dos niveis de PAAF-

Tg e sTg, o que € importante para tomada de decisdo sobre a excisédo cirargica



27

de LNs quando o ponto de corte PAAF-Tg é definido como nivel de sTg do
paciente.

Tais diferencas na expressao dos resultados, a falta de padronizacéo
entre os diversos kits de Tg disponiveis no mercado, a heterogeneidade dos
grupos controle ou pacientes “negativos”, e o fato de alguns autores terem
estudado grupos de pacientes submetidos a tireoidectomia enquanto outros
focaram pacientes tireoidectomizados tornam dificil a comparacado entre os
estudos publicados.

Devido a sua crenca em possiveis interferéncias da sTg na PAAF-Tg,
alguns autores sugerem o estabelecimento de limiares diagnésticos diferentes
para pacientes antes e apos a tireoidectomia (13, 22, 35). Frasoldati et al. (22)
definiram o ponto de corte da PAAF-Tg como sendo o percentil 97,5 dos niveis
de PAAF-Tg de LNs com PAAF-C negativa. Nos pacientes aguardando
tireoidectomia esse valor foi de 39,3 ng/mL, comparado com 1,1 ng/mL entre
aqueles ja submetidos a tireoidectomia; a sensibilidade e especificidade,
calculadas baseadas nos pacientes com confirmagéo histolégica foram 84% e
95,4%, respectivamente. Boi et al. (13), definiu como ponto de corte o maior
valor de PAAF-Tg encontrado em LNs benignos (na avaliacdo histoldgica ou
com a combinagdo de PAAF-C reativa e regresséo ultrassonografica em 6-12
meses), que nos pacientes aguardando cirurgia foi de 36 ng/mL e nos
pacientes submetidos a tireoidectomia de 1,7 ng/mL, com sensibilidade e
especificidade de 100%.

Outros estudos aplicaram um limiar Onico para a PAAF-Tg
independentemente do status dos pacientes quanto a tireoidectomia (30, 31-33,

36, 37, 62). Cunha et al. (30) selecionou a sensibilidade funcional do método
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que usaram para dosar a Tg (0,9 ng/mL) como ponte de corte da PAAF-Tg, o
que resultou em 100% de sensibilidade em ambos os grupos e uma 100% de
especificidade no grupo de pacientes submetidos a cirurgia. Para afastar a
possibilidade de contaminacao pela Tg circulante, outros estudos (31, 33, 37,
62) usaram os niveis de sTg como ponto de corte para a PAAF-Tg. Kim et al.
(62) calculou sensibilidade e especificidade baseado em pacientes com
confirmagédo histolégica e os valores encontrados foram 95% e 90,9%,
respectivamente, antes da cirurgia e 80% e 100%, respectivamente, apos
cirurgia. Bournaud et. al (36) e Kim et al. (32) sugerem a utilizacdo de um limiar
unico e simples. Esta proposta estd de acordo com as diretrizes atuais, que néo
recomendam a dosagem de sTg em pacientes com cancer de tireoide que
estdo aguardando cirurgia. Nesses dois estudos, o ponto de corte foi
estabelecido com base na andlise da curva ROC.

Independentemente dos valores utilizados, os niveis de sensibilidade
relatados pelos diversos autores foram semelhantes (84-100% quando séo
estabelecidos diferentes pontos de corte para as dosagens antes e depois da
cirurgia contra 81-100% quando um unico ponto de corte é usado). No entanto,
pode-se esperar um menor numero de resultados falso positivos na avaliagao
apos a cirurgia, devido a falta de tecido tireoidiano e supresséo da sTg (32).

As questdes relacionadas ao ponto de corte foram recentemente
abordadas por Kim et al. (32), Bournaud et al. (36), e Sohn et al. (34), que
utiizaram o mesmo ensaio ultrassensivel imunoradiométrico baseado em
anticorpos monoclonais para dosagem de Tg em LNs suspeitos. Kim et al. (32)
estudaram 168 pacientes com CPT e LNs cervicais considerados como sendo

potencialmente malignos pela US antes ou apés a cirurgia. Os resultados da
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PAAF-Tg foram interpretados baseados em cinco diferentes pontos de corte (1
ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, nivel de sTg do paciente e média + 2 DP dos
niveis de PAAF-Tg encontrados em LNs que mostraram nao serem
metastaticos no exame histolégico, que foi igual a 32 ng/mL) e comparados
com os diagnosticos finais com base na histologia, dosagem de Tg estimulada
por TSH e seguimento ultrassonografico. Os autores sugeriram usar o nivel de
sTg, 10 ng/mL ou a média + 2 DP dos valores da PAAF-Tg de pacientes
negativos como pontos de corte, uma vez que estes limiares apresentaram
elevadas sensibilidades e acuracias, com desempenhos diagndésticos
semelhantes. Usando esses pontos de corte, a sensibilidade variou de 88,2% a
90,8%, a especificidade de 84,2% a 89,8%, o VPP de 93,9% a 95,6%, o VPN
de 74,4% a 80% e a acuracia de 88% a 90,5%.

Segundo esses autores, a disseccdo de LNs cervicais deve ser
fortemente recomendada se o resultado da PAAF-Tg for > 100 ng/mL, uma vez
que nao ha falsos positivos relatados nesses niveis, e apenas sugerida se o
nivel de Tg for > 10 ng/mL, > sTg ou > que a média + 2 DP dos niveis de
pacientes negativos. No entanto, se o valor da PAAF-Tg for < 1 ng/mL com
PAAF-C negativa, um estudo de seguimento deve ser considerado, e quando
os niveis de Tg estiverem na faixa de 1 a 10 ng/mL, a decisdo sobre o
esvaziamento linfonodal devera ser feita com base em achados clinicos e
ultrassonograficos. Todos os cinco pontos de corte foram mais sensiveis e
acurados na avaliagdo apds a tireoidectomia.

No estudo de Bournaud et al. (36), 114 pacientes com cancer de tireoide
antes da cirurgia (n = 13) ou durante o seguimento (n = 93) e 16 individuos

controle foram submetidos a PAAF-Tg e a PAAF-C. O grupo controle negativo



30

foi composto por 16 pacientes com canceres nao-tireoidianos que
apresentaram 16 LNs alargados suspeitos na US realizada durante o
seguimento. A sensibilidade e a especificidade da PAAF-Tg foram
determinadas para diferentes valores de ponto de corte dentro de uma faixa de
0,24-32,60 ng/PAAF usando a curva ROC. Os LNs foram classificados em
benignos ou malignos baseado nos achados histoldégicos ou, nos pacientes nao
submetidos a cirurgia, nos achados da cintilografia com um seguimento minimo
de 12 meses. O ponto de corte mais adequado para o diagnostico de
mestéstases linfonodais de carcinoma de tireoide neste estudo foi de 0,93
ng/PAAF, ligeiramente superior a sensibilidade funcional do método usado para
dosar a Tg. Para este valor, a sensibilidade foi de 94,2%, a especificidade de
97,8%, o VPP de 98,0% e o VPN de 93,7%. O uso da sensibilidade funcional
do ensaio como ponto de corte (0,69 ng/mL), como proposto por Cunha et al.
(30), teria resultado em sensibilidade semelhante porém com menor
especificidade comparada com o ponto de corte de 0,93 ng/PAAF. Estudos
anteriores que usaram pontos de corte baixos na avaliagdo da PAAF-Tg
também relataram excelentes desempenhos, com poucos resultados falsos
negativos e falsos positivos (13, 15, 28, 30). A adogdo de um ponto de corte
mais elevado no estudo de Bournaud et al. (36), como sugerido por alguns
autores, poderia ter resultado na inexisténcia de falsos positivos mas teria
aumentado o numero de amostras falso negativas, levando a uma diminuicao
significativa na sensibilidade (86,5% para o ponto de corte de 4,95 ng/PAAF).
Nessa série, a sensibilidade e a especificidade foram semelhantes nas 29

amostras obtidas a partir dos controles ou dos pacientes que aguardavam
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tireoidectomia, e nas 93 amostras restantes que foram obtidas apds a
tireoidectomia.

Para comparar a frequéncia de LNs metastaticos e ndo metastaticos
diagnosticados por meio de PAAF-C e de PAAF-Tg em um grupo de pacientes
com valores de PAAF-Tg cujo significado, quanto a existéncia de malignidade,
ainda nao esta bem estabelecido, Sohn et al. (34) estudaram 691 pacientes
consecutivos com LNs cervicais com caracteristicas ultrassonograficas
compativeis com metastase de CPT. Um total de 95 LNs com confirmagéo
histolégica foram incluidos no estudo de 92 pacientes que apresentaram
resultados de PAAF-Tg de 0,2 ng/mL até 100 ng/mL, valor acima do qual nao
ha relatos na literatura publicada de falsos negativos. As performances
diagnosticas de multiplos niveis de Tg (0,7 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL
e 20 ng/mL e 50 ng/mL) foram avaliadas, e o melhor desempenho diagnéstico
foi apresentado pelo limiar de 5,0 ng/mL: a area sob a curva (AUC) ROC foi de
0,76 (intervalo de confianca [IC] de 95%: 0,6731-0,8476) e sensibilidade,
especificidade, acuracia, VPP e VPN de 69, 83, 76,8, 76,3, e 77,2,
respectivamente. Todavia, esse ponto de corte ndo exibiu diferencas
significativas na sensibilidade, na especificidade, na acuracia, no VPP, no VPN
ou na AUC em comparacdo com 10,0 e 20,0 ng/mL. Os pontos de corte 0,7,
1,0 e 50 ng/mL ndo foram recomendados devido as baixas sensibilidades e
AUCs. Entre os 78 casos com citologia negativa, 25 (32%) foram confirmados
como metastases ao diagndstico final e exibiram PAAF-Tg variando de 0,22 a
88,34 ng/mL. Embora sete casos tenham sido categorizados como negativos
por todos os seis pontos de corte analizados da PAAF-Tg, 13 casos (52%)

foram classificados como positivos pelo ponto de corte de 10 ng/mL, 15 casos
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(60%) pelo ponto de corte de 5 ng/mL, 18 casos (72%) pelo ponto de corte de
0,7 e pelo ponto de corte de 1 ng/mL, e 8 casos (32%) por todos 0s seis pontos
de corte.

Um grande estudo prospectivo foi recentemente publicado, no qual 255
LNs cervicais de 225 pacientes com metastases de LNs cervicais ou
recorréncia de carcinoma papilifero da tiredide (35) foram avaliados pela PAAF-
C e PAAF-Tg. Os diagnosticos finais, baseados em exame histolégico, foram
comparados com os resultados da PAAF-C e da PAAF-Tg antes da cirurgia.
Quando o ponto de corte da PAAF-Tg foi estabelecido como 1 ng/mL, 200 LNs
metastaticos foram diagnosticados corretamente, mas o método falhou no
diagnostico de 55 LNs. A sensibilidade, a especificidade e a acuracia da PAAF-
Tg (ponto de corte = 1 ng/mL) para o diagnéstico de metastase de carcinoma
de tireoide antes da cirurgia foram de 100%, 0% e 78%, respectivamente. O
VPP e o VPN foram de 78% e 0%, respectivamente. O ponto de corte para a
PAAF-Tg com melhor sensibilidade e especificidade na andlise da curva ROC
foi 28,5 ng/mL, que diagnosticou corretamente 253 LNs metastaticos e falhou
apenas no diagnostico de dois. A sensibilidade, a especificidade e a acuracia
da PAAF-Tg (ponto de corte = 28,5) para o diagndstico de metastases de
carcinoma de tireoide antes da cirurgia foram de 100%, 96% e 99%,

respectivamente. O VPP e o VPN foram de 99% e 100%, respectivamente.

SINTESE

A PAAF-Tg é de simples execucao, baixo custo, e melhora o
desempenho diagnostico da citologia na deteccdo precoce de metastases
linfonodais de CDT. Essa técnica permite o diagndstico mesmo nos casos de

amostras paucicelulares (depositos metastaticos com degeneracdo e



33

componente cistico), em que a citologia costuma falhar na definicao
diagnéstica e nao é afetada por anticorpos TgAc, € confiavel mesmo em lesdes
muito pequenas e exibe uma elevada acuracia diagnostica.

Uma vez que os ensaios de Tg disponiveis sdo altamente variaveis, eles
nao podem ser utilizados de forma intercambiavel para 0 manejo de pacientes
com CDT (51). Portanto, recomenda-se que as dosagens dos niveis de sTg e
PAAF-Tg sejam sistematicamente realizadas utilizando o mesmo método e
ensaio e que estes sejam incluidos no prontuario do paciente.

No caso dos pacientes tratados com 131 o intervalo entre o tratamento e
a PAAF-Tg deve ser suficientemente longo (maior que trés meses) para
permitir a destruigdo definitiva do LN metastatico (57), caso contrario, a PAAF-
Tg podera produzir resultados falsos positivos. Também néo é aconselhavel
dosar a PAAF-Tg em massas identificadas no leito tireoidiano, uma vez que
este teste é incapaz de distinguir remanescentes de tecido tireoideano de
recidiva do cancer.

O desempenho diagnostico da PAAF-Tg nao é afetado pela presenca da
tireoide. Portanto, a PAAF-Tg pode ser usada tanto para o rastreio de
metastases linfonodais em pacientes tireoidectomizados, quanto para o
estadiamento de LNs em individuos com CDT que ainda ndo se submeteram a

cirurgia inicial.
CONCLUSAO

A dosagem de Tg no lavado da PAAF exibe algumas vantagens sobre a
citologia. A combinacdo de PAAF-Tg e PAAF-C é recomendada para o

estadiamento e seguimento de pacientes com CDT e LNs cervicais suspeitos.
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A dosagem da PAAF-Tg deve ser realizada com os mesmos métodos
usados para afericdo dos niveis de sTg. Lavar a agulha com o soro livre Tg
fornecido pelo kit do ensaio de Tg € preferivel ao enxague com solugéo salina
normal e é recomendado o emprego de um volume de 1 mL de liquido,
devendo, o lavado, ser armazenado em tubos de ensaio simples. Embora o
ponto de corte da PAAF-Tg ainda ndo tenha sido definitivamente estabelecido,
valores acima de 10 ng/mL sao recomendados para tomada de decisdo quanto
a dissecgao de LN cervicais, uma vez que mostraram alta sensibilidade e
acuracia para o diagnostico de metastases linfonodais cervicais de CDT em

estudos diversos.
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ABSTRACT

Background: The clinical evaluation of enlarged local lymph nodes (LNs)
is difficult at the beginning and throughout the follow-up of differentiated thyroid
carcinoma (DTC). Although the examination of samples collected from LNs by
fine-needle aspiration biopsy cytology (FNAB-C) is extremely specific for the
diagnosis of metastases, its sensitivity is low, especially in paucicellular
samples.

Summary: The measurement of thyroglobulin (Tg) in the fine-needle
aspiration biopsy (FNAB) washout fluid (FNAB-TQ) increases the diagnostic
performance of cytology to up to 100% sensitivity and specificity. However, the
application of FNAB is currently hindered by the absence of methodological
standardization, a lack of definite cutoff points, and the ongoing debate
regarding its accuracy in non-thyroidectomized patients, those with elevated
serum Tg, and those with circulating anti-Tg antibodies.

Conclusion: FNAB-Tg improves the diagnostic performance of FNAB-C
in LN metastases, even when the latter is unable to diagnose the metastases.

For that reason, FNAB-TQ should be included in the monitoring of DTC.



Thﬁroid

yroglobulin in the washout fluid of lymph node biopsy: what is its role in t

e follow-up of differentiated thyroid carcinoma? (ﬁloi: 10.1089/thy.2013.0244)

This article has been peer-reviewed and accepted for publication, but has yet to undergo copyediting and proof correction. The final published version may differ from this proof.

Th

INTRODUCTION

The incidence of thyroid cancer has increased worldwide in the past few
years (1-5). An estimated 60,220 new cases of thyroid cancer will be diagnosed
in 2013 in the United States of America (USA), with three out of four cases
occurring in females (6). The incidence rate of thyroid cancer has been
dramatically increasing since the mid-90s, and it is the fastest-increasing cancer
in both men and women (6), mainly due to the papillary histotype (1-3, 7).

Up to 30% of the patients with papillary thyroid carcinoma (PTC) exhibit
recurrent or persistent metastasis to the neck lymph nodes (LNs) (8,9). The
data from centers where sentinel LN biopsy or routine cervical LN dissection are
performed show that occult metastases may occur in up to 90% of PTC patients
(10, 11, 12).

The clinical evaluation of enlarged local LNs is difficult at the beginning
and throughout the follow-up of patients with differentiated thyroid carcinoma
(DTC) because inflammatory lymphadenopathies are extremely frequent.
Furthermore, neck lymph node metastases from a multiplicity of extrathyroidal
malignancies are a relatively common finding (13).

Therefore, several tools have been proposed to facilitate the accurate
identification of metastatic LNs before or after primary surgery. The monitoring
of DTC after thyroidectomy and radioiodine ablation is based on the
measurement of baseline and thyrotropin (TSH)-stimulated serum thyroglobulin
levels, whole-body scans (WBS) using radioactive iodine (RAI), neck ultrasound
(US) (13), and fine-needle aspiration biopsy (FNAB) with cytological analysis of
the LNs. Additionally, staging of the neck LNs is mandatory in the management

of thyroid cancer before thyroidectomy, which subjects patients with metastatic
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DTC to more radical surgery. Staging is based on the neck US, and in
suspected cases, the metastatic nature of LNs is confirmed by cytological
analysis of the FNAB (14).

Although the specificity of serum Tg (sTg) to detect recurrent disease is
high, it is not the ideal measurement for metastases affecting small LNs. In
addition, it is not able to establish the location of the neoplastic focus and is
highly affected by the presence of serum anti-thyroglobulin antibodies (TgAb),
which are found in 25-30% of patients with DTC (15, 16). In turn, the results of
WBS might be affected by the tumor size, RAIl dose, and radiotracer uptake. For
instance, LN metastases might not take up iodine in 20-40% of cases, even
when high "'l doses are applied (17, 18).

The role of US has become increasingly important in the follow-up of
patients with DTC after initial treatment (19). The sensitivity of US in detecting
occult masses and non-palpable neck LNs is well documented. However,
despite the establishment of predictive criteria for malignancy, their precision is
not sufficient to distinguish between benign (inflammatory or reactive) and
metastatic or suspected LNs, even when pooled together (20). In addition,
proper identification might only be achieved by a skilled and experienced
operator.

The cytological analysis of FNAB samples (FNAB-C) from LNs has been
widely used to confirm suspect findings on US, mainly in patients with
undetectable sTg due to suppressed TSH or with a non-iodine-concentrating
metastasis (19). Nevertheless, the sensitivity of this method is far from ideal, as
it varies from 75 to 85% (21, 22), with a rate of false-negative results of 6 to 8%

(21, 23) and a rate of up to 20% of non-representative samples or samples with
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inadequate cellularity, which are a function of the cytopathologists’ skill and
experience (24, 25).

To improve the diagnostic performance of FNAB-C, several authors have
suggested measuring Tg in the needle washout fluid (FNAB-Tg). This method
was initially suggested in 1992 by Pacini and colleagues (21), who showed that
high FNAB-Tg in the LNs of individuals subjected to thyroidectomy and
radioablation was due to thyroid carcinoma metastasis, whereas undetectable
FNAB-Tg indicated inflammatory lymphadenopathy or lymphadenopathy of non-
thyroid origin. In that study, the sensitivity of FNAB-Tg was 100%, whereas the
sensitivity of cytology was only 85.7%. In 1993, Lee et al. (26) reported that the
combination of FNAB-C and FNAB-Tg detected a larger number of metastatic
LNs than either technique alone and reached 100% sensitivity and specificity.

Several authors have performed FNAB-Tg and found that its sensitivity
varied from 81.4% to 100% and its specificity from 85% to 100% (13, 21, 22,
27-39). In spite of those results, controversy remains on some issues, including
the scarcity of studies validating the alleged benefit of FNAB-Tg over FNAB-C
alone and the variation of the cutoff points used, which range from 0.9 to 39
ng/mL as a function of the method used in the measurement of Tg (22, 28-30),
in addition to divergences related to its diagnostic performance in patients not
yet subjected to thyroidectomy. Moreover, the best method of FNAB-Tg has not
yet been standardized, and thus, all published studies on this topic exhibit
significant differences in the techniques used to wash needles and to measure
Tg, as well as the units used (ng/FNAB, ng/mL) and the interpretation of the
FNAB-Tg values. In consequence, the proper role of FNAB-Tg in the follow-up

of patients with DTC is still a subject of debate.
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Thus, the aims of this article are to summarize the published evidence on
the use of FNAB-Tg in the follow-up of individuals with DTC and to discuss the
following topics: 1) the accuracy of FNAB-Tg in the detection of neck
metastases in individuals subjected to or awaiting total thyroidectomy; 2) the
diagnostic benefit of FNAB-Tg compared to FNAB-C alone in DTC recurrence in
cervical LNs; 3) the methods reported in the literature to establish the cutoff
points of FNAB-Tg, including a comparison of their diagnostic performance to
detect malignancy; and 4) the differences among the techniques used to
measure FNAB-Tg, including an assessment of the possible influence of

technical variations on its diagnostic accuracy.

REVIEW

The European consensus for the management of patients with DTC
recommends screening the patients six to 12 months after the initial treatment
by means of neck US and recombinant TSH-stimulated Tg (14).

The selection of patients for FNAB must be grounded on the architecture
of the investigated LN on US. The most reliable indicators of malignancy are the
presence of heterogeneous hyperechogenicity compatible with micro-
calcifications, loss of hilum, cystic alterations, and peripheral vascularization
(40). All such ultrasonographic findings exhibit strong correlations with
malignant findings on postoperative histological analysis (19).

Some authors (14, 40, 41) suggest that FNAB should be performed only
in cases when the smallest diameter of the LN is greater than 5 mm, as this
criterion is associated with a satisfactory balance between the sensitivity and
specificity of cytology alone for detection of metastatic PTC (61% and 96%,

respectively) (19).
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Because Pacini et al. (21) reported approximately 20 years ago that high
Tg concentrations are detectable in LNs with thyroid cancer metastases,
several studies have shown that the sensitivity of FNAB-Tg to detect DTC neck
LN metastases is higher than the sensitivity of FNAB-C (13, 21, 22, 27-39).
Frasoldati et al. (22) assessed the role of FNAB-Tg in the detection of LN
metastases in patients with DTC before thyroidectomy and found a sensitivity
and specificity of 78.6% and 100%, respectively. In addition, the sensitivity of
combined FNAB-C and FNAB-Tg to assess neck LNs was better compared to
WBS and sTg measurement. In a later study on patients with neck-recurrent
DTC, those same authors showed that the diagnostic sensitivity increased from
84.8% to 95.6% when FNAB-Tg was added to cytology (42).

In 2003, Cignarelli et al. (27) showed that FNAB-Tg might also contribute
to diagnosis in paucicellular samples from cystic metastases. The diagnosis in
two out of the six patients with PTC cystic metastases in the neck LNs included
in the study was established by FNAB-Tg but not by cytology alone.

Bournaud et al. (36) assessed 114 consecutive patients with thyroid
cancer and 16 controls. The sensitivity of FNAB-Tg was 94.2% and its
specificity 97.8%. As for FNAB-C, although its specificity was 100%, its
sensitivity was 71%, mostly due to inadequate samples.

Salmaslhoglu et al. (35) compared the final histological diagnosis of 255
LNs with the results of preoperative FNAB-C and FNAB-Tg. FNAB-C failed to
detect 17% of the metastatic LNs, versus 1% by FNAB-Tg. The specificity,
accuracy, positive predictive value (PPV), and negative predictive value (NPV)

of FNAB-Tg were significantly higher compared to FNAB-C.
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The cystic degeneration of PTC metastatic deposits is not uncommon (43,
44), and FNAB of LNs in those cases, even with ultrasonographic guidance,
might only show colloidal material, cell remnants, and macrophages, but no
identifiable tumor cells. Such samples are usually classified as “nondiagnostic”
or “inadequate” (45-47). In turn, FNAB-Tg has shown high sensitivity in the
detection of cystic metastases when cytology is inconclusive. For instance,
Cunha et al. (30) assessed 83 enlarged neck LNs from 67 patients with DTC
and found that the sensitivity of FNAB-Tg was 100%, whereas cytology alone
failed to diagnose nine out of the 17 patients with recurrent disease. FNAB-C
alone identified only one out of six metastatic LNs with a cystic component
(16.7% sensitivity).

Uruno et al. (31) studied 129 enlarged LNs from 111 patients with DTC
and found that the sensitivity of FNAB-Tg and cytology was 81.4 and 78%,
respectively, and that the sensitivity of FNAB-Tg for detection of cystic or mixed
PTC metastases was 100%. On the whole, 36.4% of the cases classified as
benign and 37.5% of the cases classified as inadequate on cytological
examination were classified as malignant based on FNAB-Tg.

Snozek et al. (28) assessed 122 FNAB samples from 88 patients with a
history of DTC and thyroidectomy. They found that the Tg level was 1 ng/mL or
lower in 50 out of the 52 benign samples (96.2%) and higher than 1 mg/mL in
all 70 malignant samples. Five (4.9%) of the 103 samples with diagnostic
cytology, had discordant Tg results, and in four of these samples, FNAB-Tg was
concordant with the final diagnosis. As 18 out of 19 (94.7%) cases classified as

nondiagnostic or with absent cytology were correctly diagnosed by FNAB-Tq,
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the authors suggested replacing FNAB-C with FNAB-Tg in the assessment of
neck LN metastases.

The European consensus regarding the management of patients with
DTC (14) and the Brazilian Consensus on Thyroid Nodules and Differentiated
Thyroid Cancer (48) currently recommend combining FNAB-Tg with the
cytological assessment of the FNAB samples to confirm suspected LN
metastases. The American Thyroid Association (49), however, made no
mention of that method in its guidelines, most likely because thyroid specialists
in the United States have less experience with FNAB-Tg. The available data on
the diagnostic value of FNAB-Tb were collected using several types of Tg
assays, variable amounts of washout fluid, and different cutoff points to define
the negative results (19). The lack of consensus regarding the recommendation
of FNAB-Tg among the various international guidelines for the management of
DTC is most likely due to the lack of international standards for the performance

and interpretation of the technique.

Factors that might affect the accuracy of Tg assays

Measuring Tg poses one of the major challenges to laboratories due to
interfering factors that might alter the test results, the lack of methodological
standards, inadequate functional sensitivity, and variability in the specificity of
the commercially available antibody kits. All of these factors affect the accuracy
of the results and are associated with large inter-assay variation, which makes
comparison among studies difficult.

The methods available to measure Tg include immunoassays, such as
immunometric assay (IMA) and radioimmunoassay (RIA), in addition to

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), which is seldom used. The older
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competition-based measurement methods using radioactive iodine tracers have
progressively been replaced by the more specific and sensitive IMA, which
comprises immunoradiometric (IRMA) and immunochemiluminescence assays
(ICMA) (47). The IMA method allows Tg levels lower than 0.1 ng/mL to be
detected, and its technical advantages include shorter incubation periods and
more stable reagent antibodies (50). Historically, high between-method
variability in the Tg methods has been reported (51). Inter-assay precision must
always be maximized so that the interpretation of results is not compromised by
changes in the reagents or the equipment calibration over the course of the
patients’ follow-up (51).

Coefficients of inter-assay variation of 48% for sTg values of
approximately 5.0 ng/mL and 80-120% for undetectable Tg values have been
reported (52). Such discrepancies are partially accounted for by the
heterogeneity of human Tg and the differences in the epitope specificity of the
antibodies used as reagents in the various immunoassays (53). In particular,
thyroid carcinomas might secrete one predominant or various Tg isoforms,
which are detected with variable intensity as a function of the antibodies and
assay methods used (54).

Various guidelines and consensus statements recommend the use of kits
that comply with the European standards for manufacturing Tg assays, e.g.,
CRM 457 (55, 56), which recommends the use of purified Tg obtained from
human thyroid as the antigenic stimulus (57). Unfortunately, because many
assays do not comply with that consensus, although it reduces the variability in

the methods available to measure Tg, it cannot eliminate it completely (51, 54).
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Additionally, the functional sensitivity is of fundamental importance in the
assessment of the performance of Tg measurement kits. Performance is
defined as the lowest measured Tg concentration with a coefficient of inter-
assay variation equal to or lower than 20% (58), and it represents the lowest
clinically relevant value detected by the test. The functional sensitivity has
gradually improved since the earliest methods for Tg measurement, from 5-10
ng/mL with the older RIAs, to 0.5-0.9 ng/mL with the first-generation IMAs, and
to 0.05-0.1 ng/mL with the “ultrasensitive” IMAs (59).

The functional sensitivity of a method directly influences the cutoff points.
The original study by Pacini et al. (21) showed that the cutoff point, defined as
the mean + two standard deviations (SD) of the FNAB-Tg value of patients with
the final diagnosis of benign or malignant non-thyroid disease, was 21.7
ng/FNAB. Such a high cutoff point might be explained by the low functional
sensitivity of the method used to measure Tg, which was 3 ng/mL. The greater
functional sensitivity of the currently available assays accounts for the
progressive reduction of the suggested diagnostic thresholds. Thus, some
authors suggest that the FNAB-Tg cutoff point might be adapted to the method
of Tg measurement used by each individual center (36).

Several published studies focus on methodological factors that might
influence the Tg values found in the FNAB washout fluid, such as the volume
and type of fluid used, procedures for sample collection, and the interference of

TgAb and sTg with the FNAB-Tg values.

Needle washing

Needle washout fluid
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The medium used to wash the needle used in FNAB varies among
studies, from 0.9% saline solution to Tg-free serum, the standard "zero"
provided in the Tg assay kit (Table 1). Saline solution is the most widely
accessible and least expensive option and is therefore the most commonly used
(28-30, 32-35). To compare the various types of washout fluid used in FNAB,
Frasoldati et al. (22) used different needles to collect two consecutive samples
from the same 10 metastatic and 10 non-malignant LNs; one needle was
washed with 1.0 mL of saline solution, and the other was washed with 1.0 mL of
Tg-free solution. The FNAB-Tg concentration did not differ between washouts
as a function of the rinsing method.

However, the studies by Baskin et al. (15) and Snozek et al. (28) pointed
out the possibility of a matrix effect when saline solution is used. The matrix
effect is a type of interference that alters the reactivity of Tg with the assay
antibodies due to the medium components. Snozek et al. (28) performed a
recovery test after exogenous Tg overload and found that the Tg values
increased by approximately 25% (varying from 100 to 140% of the expected
values) when the FNAB-Tg needle was washed with saline solution. In fact, the
nature of the buffer used to wash the needle might influence the protein
conformation, thereby affecting the binding of antibodies, which was observed
in the case of Tg when saline solution was used as a buffer (28, 29, 31, 37).
Such a matrix effect might account for the high Tg levels found by some authors
in benign LNs (36). Nonspecific interactions might be the cause of such
interference in the measurement of Tg, as observed by Baskin et al. (15).

Therefore, although the amount of solution included in the kits is limited

and its cost higher, it is preferable to saline solution, as this procedure avoids
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creating a bias in the measurement of Tg in the FNAB washout fluid (36).
Nevertheless, when saline solution is used for practical reasons, ruling out the
presence of a matrix effect is recommended (60). To validate the use of saline
solution in their study, Borel et al. (29) measured the immunoreactivity of Tg in
samples of Tg-free solution, saline solution, and saline solution supplemented
with 70 g/L of human serum albumin. The results showed that the
immunoreactivity of Tg did not reach the assay detection threshold in any of the

study samples.

Volume of washout fluid

In various studies, the volume of fluid used to rinse the FNAB needle
varies from 0.5 to 3.0 mL (Table 1), and 1.0 mL is the amount most widely used
(22, 29, 30, 32-34, 36, 42). That is also the amount recommended in the
consensus published by Leenhardt et al. (60). Some authors suggest washing
the needle several times and collecting the full amount of washout fluid in a
single tube. According to Borel et al. (29), three rinses adding up to 1.0 mL of

fluid suffice to collect more than 97% of the Tg present in the needle.

Sample collection

Several test tubes are commercially available, and their use in FNAB-Tg
must be validated. According to Giovanella et al. (61), the different types of
tubes used to store the washout fluid might be a cause of bias in the
measurement of FNAB-Tg. Following US-guided FNAB of 156 LNs from 108
patients subjected to thyroidectomy and radioablation for DTC, those authors
washed the needles using 1.0 mL of saline solution, which they divided

homogeneously into three different types of test tubes: the plain serum tube, the
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serum separator tube, and the lithium-heparin tube. The use of the serum
separator or lithium heparin tubes was associated with significantly reduced
FNAB-Tg compared to the plain serum tube. In addition, the measurement of
FNAB-Tg from the plain serum tube and serum separator tubes had 100%
sensitivity, whereas two false-negative results occurred in the samples collected
in lithium heparin tubes (98% sensitivity). Thus, the serum separator tubes and
the lithium-heparin tubes may decrease the measured FNA-Tg concentration,

and the collection of washout fluids into plain serum tubes is recommended.

Interference by circulating thyroglobulin

Only a few studies have reported on the diagnostic value of FNAB-Tg
for the LN staging of PTC before thyroidectomy (22, 32, 36, 37, 62), and their
results tend to disagree.

Although Frasoldati et al. (22) found 100% specificity in the FNAB-TQ of
patients awaiting thyroidectomy and Cunha et al. (30) found 100% PPV in
patients before surgery, false-positive results have been reported in patients
with high sTg (15, 21, 32). Indeed, Tg as high as 88.8 ng/mL has been found in
benign LNs from patients awaiting surgery for thyroid cancer (32, 36) and in
patients without any thyroid disease, which could lead to unnecessary surgery
for many of those patients (31).

According to Sigstad et al. (37), thyroid manipulation or palpation in
patients who conserve all or part of the gland might lead to Tg escaping into the
lymph, resulting in false-positive LN FNAB-Tg results. The FNAB-Tg must also
be avoided in the examination of the LNs close to the thyroid (e.g., paratracheal,
pretracheal, and prelaryngeal LNs) before thyroidectomy, when the risk for the

biopsy needle to run through the thyroid is high, resulting in elevated FNAB-Tg
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independently of the presence of LN malignancy (31). Other possible
explanations for the false-positive results include contamination of the LN by
circulating sTg and artifacts caused by the method used for Tg detection
because of nonspecific binding of the antibodies to various medium
components. Such artifacts, described above as matrix effects, depend on the
antibodies and the media that are used.

The data obtained by Borel et al. (29) do not support the hypothesis of
sTg contamination of the LNs. According to them, even if the sample collected
by FNAB was composed of blood alone, then as a function of the dilution, the
rate of contamination of FNAB-Tg would be 0.2 times the sTg value, which in
that study varied from 0.003 to 0.012% and was thus patently insignificant. To
strengthen their argument, they further showed that FNAB-Tg was undetectable
in negative controls who were not subjected to previous thyroidectomy and thus
had detectable sTg. Finally, they measured FNAB alobumin and showed that the
contamination of FNAB-Tg by serum proteins was very low. They concluded
that sTg might interfere significantly with the FNAB-Tg values only in patients
with high sTg, in whom the measurement of FNAB-Tg is actually not needed
because they usually exhibit evident metastases. Other authors, including
Bournaud et al. (36) and Kim et al. (62), were also unable to identify any
influence of the presence of the thyroid gland on the FNAB-Tg values and found
that this test has high sensitivity, specificity, and accuracy in the staging of LNs
before thyroidectomy.

In a large-scale study conducted by Kim et al. (32), FNAB-Tg performed
before surgery showed less sensitivity and accuracy relative to five assessed

cutoff points compared to the measurement after thyroidectomy. According to
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Sohn et al. (34), it is not yet clear whether the interference of sTg on low or
medium FNAB-Tg levels is negligible because the patients assessed by Borel et
al. exhibited high FNAB-Tg; thus, the solution to this issue requires more
thorough analysis.

Several cutoff points have been suggested for FNAB-Tg before
thyroidectomy. According to some authors, who believe in the hypothesis of
contamination by circulating Tg, different diagnostic thresholds ought to be
established for patients who have undergone thyroidectomy and those awaiting
thyroidectomy, whereas others recommend the adoption of a single cutoff point
for both categories of patients. According to Borel et al. (29), any detectable
level of FNAB-Tg in the neck LNs of patients without elevated sTg is associated
with the presence of thyroid cells. That hypothesis is strengthened by the recent
result that single FNAB-Tg cutoff points as low as 0.93 ng/mL correctly

identified the LNs with DTC metastases (36).

Interference by anti-thyroglobulin antibodies (TgAb)

Doubtlessly, interference from circulating TgAb is the most serious
technical complication that hinders the use of sTg as a marker of DTC
recurrence (13, 16).

As the methods used to measure FNAB-Tg and sTg are the same, the
possible interference of TgAb with FNAB-Tg values was taken into
consideration (22, 42) until Boi et al. (13) showed the absence of any significant
interaction between the TgAb and the Tg level measured in the neck LNs of
patients with DTC, even in those with TgAb detectable inside the LNs, by either
active synthesis or blood contamination. Although those authors reported that

the presence of TgAb in the samples could result in underestimation of the
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FNAB-Tg level, such interference actually exerted a small effect on the
diagnostic performance of the test because the FNAB-Tg level in the washout
fluid that contained TgAb was much higher than the selected cutoff point in all
the evaluated cases (13).

Approximately two years earlier, Baskin et al. (15) reported on the lack of
difference in the sensitivity and specificity for the detection of LN metastases
between patients with and without serum TgAb. However, the small number of
cases assessed in that study precluded any strong conclusion.

The reduced interference of TgAb with FNAB-Tg results compared to the
interference exerted on the sTg measurements could be explained by the
dilution of samples (most likely being 1:50 or higher) (37); elevated Tg
concentrations in the washout fluid, which overcome the interference by
saturating the TgAb-binding sites; or the absence or scarcity of TgAb inside the
LNs (13).

In 2007, Sigstad et al. (37) studied the role of possible TgAb interference
and found that those antibodies were absent in the FNAB washout fluid of
individuals with positive serum TgAb and no or low FNAB-Tg. The absence of
TgAb inside the LNs was also reported by other authors (13, 29, 37, 63).

According to Boi et al. (13), although one cannot rule out the possibility
that the presence of TgAb in the FNAB washout fluid will sometimes hinder the
detection of Tg in metastatic LNs, this phenomenon was not observed in their
large case-series, and thus its frequency might be very low.

In turn, Cappelli et al. (64) recently observed a shift from undetectable to
detectable FNAB-Tg in suspected LN metastases on US or WBS following

recombinant human (rh)TSH stimulation in two patients with detectable serum
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TgAb. Those authors believe that in such patients, the presence of TgAb fully
prevented the measurement of Tg in the FNAB washout fluid and that the Tg in
the LNs increased to levels sufficient to saturate all the TgAb-bindings sites,
and thus became detectable, only after stimulation with rhTSH, a possibility that
had been suggested previously. As the presence of TgAb in the FNAB washout
fluid of the LNs was not assessed because it is not recommended by most
authors and because of the lack of histological data, that hypothesis could not
be confirmed.

Zanella et al. (39) assessed the influence of serum TSH on the FNAB-Tg
levels of patients without evidence of LN metastases on cytology who were
undergoing levothyroxine-suppressive therapy (TSH = 0.07 mIU/mL) or were
hypothyroid in order to measure a stimulated sTg (TSH = 82.2 mlU/mL).
According to those authors, there was no significant difference in the median
FNAB-Tg value between groups (3.3 ng/mL vs. 3.8 ng/mL, respectively), which

suggests a lack of interference of serum TSH on the FNAB-Tg measurements.

Cutoff points for measuring thyroglobulin in the washout fluid of

fine-needle aspiration biopsy

Although the diagnostic performance of FNAB-TQ is well established, its
cutoff points remain controversial. A wide variety of possible diagnostic
thresholds ranging from 0.9 to 39.3 ng/mL have been described in the literature
(Table 2), but it is not yet clear whether the same cutoff point ought to be used
before and after thyroidectomy and for patients with high sTg. The major
hindrances to the definition of one specific cutoff point for FNAB-Tg are the
variety of available measuring kits and the different techniques and volumes of

fluid used to wash the FNAB syringes. In some studies, the cutoff point was
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defined as the mean + 2 SD of the FNAB-TQ level of patients with negative
cytology (15, 21, 27). Other authors established the cutoff point based on the
comparison of the FNAB-Tg and sTg levels, whereby the LNs were considered
metastatic when the former was higher than the latter (31, 33, 37, 62), which
rules out the possibility of contamination by the circulating Tg. Cunha et al. (30)
defined the cutoff point as the functional sensitivity of the Tg assay. In other
studies, the cutoff point was established based on the area under the receiver
operating characteristic (ROC) curve that best represented the relationship
between the sensitivity and specificity of the analysis (32, 34-36). Boi et al. (13)
used the highest FNAB-Tg value found in benign LNs that showed
ultrasonographic regression in six to 12 months as the cutoff point.

Due to ethical reasons, the patients with benign cytology are not usually
subjected to surgery. Thus, in some studies, the cutoff point was based on the
FNAB-C results. Nevertheless, cytology could not be used as a gold standard to
define the cutoff point of FNAB-Tg because the aim of the studies was to
compare the diagnostic performance of both procedures (36).

The use of the sTg value as the cutoff point for FNAB-Tg might be
difficult in patients awaiting surgery because most consensus statements do not
recommend measurement of sTg in such patients. In addition, the blood
samples for sTg measurements and FNAB-Tg must be collected simultaneously
because the sTg values vary over the course of days to weeks and might thus
distort the data. It is also worth keeping in mind that in the presence of TgAb,
the sTg level might be higher than the level actually measured by most

available assays (13, 15).
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Some authors (13, 15, 32) express FNAB-Tg results as
nanograms/milliliter (or micrograms/liter), while others (21, 27, 29, 36) use the
unit nanograms/punction (Table 2). According to some authors, the unit
nanograms/punction better represents the test, as it reflects the dilution of the
Tg left in the needle, whereas nanograms/milliliter might mislead the reader into
believing that FNAB-Tg reflects the true concentration of Tg in the LN.
Conversely, some authors assert that nanograms/milliliter allows for the
comparison of the FNAB-Tg and sTg levels, which is important for decision-
making regarding surgical excision of the LNs when the FNAB-Tg cutoff point is
defined as the patient’s sTg level.

Such differences in the reporting of values, the lack of standardization of
the commercially available Tg kits, the heterogeneity of control groups or
“negative” patients, and the fact that some authors studied patients subjected to
thyroidectomy while others focused on patients awaiting surgery make it difficult
to compare published data.

Due to their belief in the possible interference of sTg with FNAB-Tg,
some authors suggest establishing different diagnostic thresholds for patients
before and after thyroidectomy (13, 22, 35). Frasoldati et al. (22) defined the
FNAB-Tg cutoff point as the 97.5M percentile of the FNAB-Tg levels of LNs with
negative FNAB-C. In the patients awaiting surgery, that value was 39.3 ng/mL,
compared with 1.1 ng/mL among those already subjected to thyroidectomy; the
sensitivity and specificity, calculated based on patients with histological
confirmation, were 84.0% and 95.4%, respectively. Boi et al. (13) defined as the
cutoff point the highest FNAB-Tg value found in benign LNs (on histological

examination or a combination of reactive FNAB-C and ultrasonographic
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regression in six to 12 months), which was 36 ng/mL among the patients
awaiting surgery and 1.7 ng/mL among the patients subjected to thyroidectomy,
with sensitivity and specificity of 100%.

Other studies applied a single threshold to FNAB-Tg independently of the
status of patients regarding thyroidectomy (30, 31-33, 36, 37, 62). Cunha et al.
(30) selected the functional sensitivity of the method they used to measure Tg
(0.9 ng/mL) as the cutoff point of FNAB-Tg, which resulted in 100% sensitivity in
both groups and 100% specificity in the group of patients subjected to surgery.
To rule out the possibility of contamination by circulating Tg, other studies (31,
33, 37, 62) used the sTg level as the cutoff point for FNAB-TQ. In the study by
Kim et al. (62), the sensitivity and specificity were calculated based on the
patients with histological confirmation, and the values found were 95% and
90.9%, respectively, before surgery and 80% and 100% after surgery.
Bournaud et al. (36) and Kim et al. (32) suggest using an unique and simple
threshold. This suggestion agrees with the current guidelines, which do not
recommend the measurement of sTg in patients with thyroid cancer who are
awaiting surgery. In those two studies, the cutoff point was established based
on ROC curve analysis.

Independently of the values found, the sensitivity levels reported by the
various authors have been similar (84—100% when different cutoff points are
established for measurements before and after surgery versus 81-100% when
a single cutoff point is used). Nevertheless, one might expect a lower number of
false-positive results in the assessment after surgery due to the lack of thyroid

tissue and sTg suppression (32).
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The issues related to the cutoff point were recently addressed by Kim et
al. (32), Bournaud et al. (36), and Sohn et al. (34), who each measured Tg in
suspicious LNs using the same ultrasensitive immunoradiometric assay based
on monoclonal antibodies. Kim et al. (32) studied 168 patients with PTC and
neck LNs considered to be potentially malignant on US before and after surgery.
The FNAB-Tg results were interpreted based on five different cutoff points (1
ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, the patient’s sTg level, and mean + 2 SD of the
FNAB-Tg level found in LNs shown not to be metastatic on histological
examination, which was equal to 32 ng/mL) and compared to the final diagnosis
as established by histological examination, TSH stimulated-Tg measurement,
and US follow-up. The authors suggested using the sTg level, 10 ng/mL, or
mean + 2 SD of the results of negative patients as the cutoff point for FNAB-TQ,
as these criteria exhibited high sensitivity and accuracy in addition to similar
diagnostic performance. Using these cutoff points, the sensitivity varied from
88.2 to 90.8%, specificity from 84.2 to 89,8%, PPV from 93.9 to 95.6%, NPV
from 74.4 to 80.0%, and accuracy from 88.0 to 90.5%.

According to these authors, dissection of the neck LNs must be strongly
recommended when the FNAB-Tg is = 100 ng/mL, as no false-positive results
have yet been reported at such levels, and merely suggested when Tg is > 10
ng/mL, Tg is > sTg, or Tg is > mean + 2 SD of the level of negative patients.
Nevertheless, when the FNAB-Tg is < 1 ng/mL with a negative FNAB-C, a
follow-up study should be considered, and when the Tg ranges from 1 to 10
ng/mL, the decision about LN dissection must be made based on the clinical
and US findings. All five studied cutoff points were more sensitive and accurate

in the assessment before than after thyroidectomy.
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In the study by Bournaud et al. (36), 114 patients with thyroid cancer
before surgery (n = 13) or throughout follow-up (n = 93) and 16 controls were
subjected to FNAB-Tg and FNAB-C. The negative control group comprised 16
individuals with non-thyroid cancers, who exhibited 16 enlarged LNs suspected
of metastasis on US performed during follow-up. The sensitivity and specificity
of FNAB-Tg and FNAB-C were established for different cutoff points within a
range of 0.24-32.60 ng/FNAB by means of ROC curve analysis. The LNs were
classified as benign or malignant based on their histological features or, in the
patients not subjected to surgery, on the scintigraphy findings and 12-month
minimum follow-up. The most adequate cutoff point for diagnosis of LN
metastases of thyroid cancer in that study was 0.93 ng/FNAB, which was
slightly above the functional sensitivity of the method used to measure Tg.
Using that cutoff point, sensitivity was 94.2%, specificity 97.8%, PPV 98.0%,
and NPP 93.7%. The use of the method’s functional sensitivity as the cutoff
point, as suggested by Cunha et al. (27), which in the study by Bournaud et al.
was 0.69 ng/mL (36), would have resulted in a similar sensitivity but lower
specificity compared to the cutoff point of 0.93 ng/FNAB. Previous studies that
used low cutoff points in the assessment of FNAB-Tg also reported excellent
performance, with few false-positive or -negative results (13, 15, 28, 30). The
adoption of a higher cutoff point in the study by Bournaud et al. (36), as
suggested by some authors, could have resulted in the absence of false-
positive results but would have increased the number of false-negative samples,
leading to a significant reduction of the sensitivity (86.5% for the cutoff point of

4.95 ng/FNAB). In that series, the results of the 29 samples of the controls and
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patients awaiting surgery were similar to each other, as were the results of the
93 samples collected after thyroidectomy.

To compare the frequency of metastatic and non-metastatic LNs
diagnosed by means of FNAB-C and FNAB-Tg in a group of patients in whom
the relationship between the FNAB-Tg level and malignancy is not yet well
established, Sohn et al. (34) studied 691 consecutive patients with neck LNs
bearing traits on US compatible with metastases of PTC. A total of 95 LNs with
histological confirmation were included in the study, corresponding to patients
with FNAB-Tg values of 0.2-100 ng/mL, because above 100 ng/mL, no false-
negative results have been reported. The diagnostic performances of multiple
Tg levels (0.7 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, and 50 ng/ml)
were evaluated, and the best diagnostic performance was recorded using 5.0
ng/mL: the area under the curve (AUC) was 0.76 (95% confidence interval [CI]:
0.6731-0.8476) and the sensitivity, specificity, accuracy, PPV, and NPV were
69.0%, 83.0%, 76.8%, 76.3%, and 77.2%, respectively. However, that cutoff
point did not exhibit a significant difference in the sensitivity, specificity,
accuracy, PPV, NPV, or AUC compared to 10.0 and 20.0 ng/mL. The cutoff
points 0.7, 1.0, and 50 ng/mL were not recommended due to their low sensitivity
and AUC. Among the 78 cases with negative cytology, 25 (32%) were
confirmed to be metastases on the final diagnosis and exhibited FNAB-Tg
varying from 0.22 to 88.34 ng/mL. Although seven cases were classified as
negative with all six analyzed FNAB-Tg cutoff points, 13 cases (52%) were
identified as positive when a cutoff point of 10 ng/mL was applied, 15 cases
(60%) with the cutoff point 5 ng/mL, 18 cases (72%) with the combined cutoff

points 0.7 and 1.0 ng/mL, and eight cases (32%) with all six cutoff points.
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A large prospective study was recently published, in which 255 neck LNs
of 225 patients with neck LN metastases or PTC recurrence (35) were
assessed by FNAB-C and FNAB-Tg. The final diagnosis, based on histological
examination, was compared to the FNAB-C and FNAB-Tg values before
surgery. When the FNAB-Tg cutoff point was established as 1 ng/mL, 200
metastatic LNs were correctly diagnosed, but the method failed to diagnose 55
LNs. The sensitivity, specificity, and diagnostic accuracy of FNAB-Tg (cutoff
point = 1 ng/mL) for diagnosis of metastases of thyroid carcinoma before
surgery were 100%, 0%, and 78%, respectively. The PPV and NPV were 78%
and 0%, respectively. The cutoff point of FNAB-Tg with the best sensitivity and
specificity on ROC curve analysis was 28.5 ng/mL, as 253 metastatic LNs were
correctly diagnosed and only two were misdiagnosed using that cutoff point.
The sensitivity, specificity, and accuracy of FNAB-Tg (cutoff point = 28.5 ng/mL)
for diagnosis of metastases of thyroid carcinoma before surgery were 100%,
96%, and 99%, respectively. The PPV and NPV were 99%, and 100%,

respectively.

SUMMARY

FNAB-Tg is simple to perform, is low cost, and improves the diagnostic
performance of cytology in the early detection of LN metastases of DTC. This
technique allows diagnosis even in cases of paucicellular samples (metastatic
deposits with degeneration and a cystic component) and cases in which
cytology fails to provide a diagnosis, and it is not affected by TgAb, is reliable in
the case of very small lesions, and exhibits high diagnostic accuracy.

Because the current Tg methods are highly variable, they cannot be used

interchangeably to manage patients with DTC (51). Therefore, it is
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recommended that the measurements of sTg and FNAB-Tg levels be
systematically performed using the same method, and assay and that they
should be included in the clinical laboratory report in the patient's medical
record.

In the case of patients treated with '*'I, the interval between treatment
and FNAB-Tg must be sufficient (more than three months) to allow the definitive
destruction of the metastatic LN (57), otherwise, FNAB-Tg might produce false-
positive results. It is also not recommended to measure FNAB-Tg in masses
found in the thyroid bed, because this test is unable to distinguish thyroid tissue
remnants from cancer recurrence.

The diagnostic performance of FNAB-Tg is not affected by the presence
of thyroid tissue. Therefore, it might be used for screening LN metastases in
patients subjected to thyroidectomy, as well as to perform LN staging in patients

with DTC who have not yet undergone initial surgery.
CONCLUSION

Measuring Tg in the FNAB washout fluid exhibits some advantages over
cytology. The combination of FNAB-Tg and FNAB-C is recommended for the

staging and follow-up of patients with DTC and suspected neck LNs.

FNAB-Tg measurements must be performed using the same methods as
are used for the measurement of sTg levels. Washing the needle with the Tg-
free serum provided in the Tg assay kit is preferable to washing with normal
saline solution, and the use of 1 mL volume of washout fluid, which should be
stored in plain serum tubes, is recommended. Although the cutoff point for the

FNAB-Tg values has not yet been definitively established, values above 10



Thﬁroid

yroglobulin in the washout fluid of lymph node biopsy: what is its role in t

This article has been peer

e follow-up of differentiated thyroid carcinoma? (ﬁloi: 10.1089/thy.2013.0244)

but has yet to undergo copyediting and proof correction. The final published version may differ from this proof.

reviewed and accepted for publication,

Th

28

ng/ml are recommended for identifying neck LN dissection, as they showed high
sensitivity and accuracy for the diagnosis of DTC metastases in the neck LNs in

several studies.
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g Table 1 Review of the different methods of measuring Tg by fine-needle aspiration
A biopsy.
=
IE
<o .
§.~E Numbers of Tg measurement Needle  Volume and Unit
@] - .
=t patients/lymph method (kit) (gauge) type of
R nodes washing fluid
5 <
@E Boi et al. 73/- Immunoradiometric (CIS  22-25 Tg-free serum ng/ml
S0 . .
-z (13) Bio International) or 0.5 ml
=2 chemiluminescent
g@ immunometric (Immulite
%é 2000 — automatic
E2, immunoassay analyzer,
58 Siemens)
=g
38
. Pacine et 35/- Immunoradiometric 21 Tg-free serum*™  ng/FNAB
S8 al. (21) (Sorin) 0.5 ml
23
k= § Frasoldati 130/216 Immunoradiometric 22-23 Tg-free serum ng/ml
5% et al. (22) (Radim) spinal or saline
&5 needle  solution 1 ml
5z
o= Snozek et 88/122 Automatic immunoassay 25 Saline solution ng/ml
7.5 al. (28) analyzer DXI (Beckman 0.5-1 ml
B Coulter) or Immulite
2EE 2000 automatic
E;f ° immunoassay analyzer
Feg (Siemens)
Lo
§§ Boreletal.  34/53 Immunoradiometric (CIS 22 BD Saline solution 1 ng/ml
‘jg (29) Bio International) spinal® ml
> or 23 BD
£8 Microlan
23 ce 3®
g
-E% Cunha et 67/83 Chemiluminescent 22 or25 Saline solution 1 ng/ml
2.2 al. (30) immunometric (Immulite ml
=2 2000, Euro/DPC Ltd)
<A
ES
=B
(o=
= § Urunoetal. 111/129 _ 22 Saline solution ng/ml
55 (31) 0.5 ml
=
§§ Kim et al. 168/168 Immunoradiometric (CIS 23 Saline solution 1 ng/ml
§§ (32) Bio International) ml
el Jeonetal. 47/76 _ 21-23 Saline solution 1 ng/ml
£3 (33) mi
= &
2=
%Dé’ Sohnetal. 92/95 Immunoradiometric (CIS 23 Saline solution 1 ng/ml
B (34) Bio International) mi
H
.é Salmashégl 225/255 Immunoradiometric (CIS  _ Saline solution 3  ng/ml
= u et al. (35) Bio International) ml
=
F
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Bornaud et
al. (36)

Sigstad et
al. (37)

Biscolla et
al. (38)

Zanella et
al. (39)

Giovanella
et al. (61)

Kim et al.
(62)

89/122

145/256

32/44

43/43

108/156

68/91

Immunoradiometric (CIS
Bio International)

Immunofluorometric

Immunofluorometric
(Delphia)

Electrochemiluminescen
ce (Modular E-170
Roche)

Immunoradiometric

DYNO test Tg-plus,
(BRAHMS Diagnostica
GmbH)

Immunoradiometric (CIS
Bio International)

27

25 or 27

22-25

21-23

42

Tg-free serum 1
mi

Tg-free serum
or saline
solution 0.5 ml

Saline solution 1
ml

Saline solution 1
ml

Saline solution 1
ml

Saline solution
0.5 ml
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ng/FNAB

ng/mi

ng/ml

ng/ml

ng/ml

ng/ml

FNAB, fine-needle aspiration biopsy. *Unit used to express the results of the
measurement of thyroglobulin in the washout fluid of fine-needle aspiration biopsy
(FNAB-Tq). ** Tg-free serum, standard ‘zero’ given by the Tg kit company.

FNAB, fine-needle aspiration biopsy. *Unit used to express the results of the

measurement of thyroglobulin in the washout fluid of fine-needle aspiration

biopsy (FNAB-TQ). ** Tg-free serum, standard ‘zero’ given by the Tg kit

company.
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g Table 2 — Diagnostic performances of FNAB-Tg and FNAB-C and the cutoff points of
A FNAB-Tg.
=
O.Q-
ek
SES Analytic Method to FNAB-Tg FNAB-C FNAB-Tg Gold
2% sensitivity/func establish  cutoff sensitivity/sp  sensitivity/spe  standard®
SE tional the point ecificity cificity
S sensitivity of FNAB-Tg
=45 the FNAB-Tg cutoff
3 measurement  point
=z kit
<O
£&
i
5E  Boietal. 0.2 (IRMA) or Greatest 1.7 ng/mL 100%/100% Histopatho
SE (13) 0.5 ng/mL FNAB-Tg (T) or 36 logy or
g (ICMA)/- value in ng/mL reactive
28 benign (NT) FNAB-C +
=3 LNs ultrasonog
= raphic
S regression
=1 in 6-12
Bg months
B&
Q.00
2.8
E§ Pacine 3 ng/mL/ - Mean+2 21.7 85.7%l- 100%/- Histopatho
-3z etal SDP ng/FNAB logy
225 (@)
SEL
o8  Frasolda 0.25ng/mL/- 97.5" 1.1 ng/mL 84.0%/95.4% Histopatho
25 tietal percentile  (T) or 39.3 logy
22 (22 of LNs ng/mL
o with (NT)
£8 benign
53 FNAB-C°
I
=
'E.g Snozek  0.06 or 0.2 ROC 1 ng/mL 100%/96.2% Histopatho
23 etal ng/mL/0.1 or 0.9 curve logy. Neck
5 (28) ng/mL US or
B clinical
2 evidence
B after more
k=353
Z3 than one-
oty year
g§ follow-up
S O
>%  Borelet -/1ng/FNAB High: > 10 B B
=5 al (29) ng/mL
% é Intermedia
<5 te: 1to 10
g ng/mL
=
Eo Undetecta
g ble: < 1
2 ng/mL
F



Thﬁroid

yroglobulin in the washout fluid of lymph node biopsy: what is its role in t

e follow-up of differentiated thyroid carcinoma? (ﬁloi: 10.1089/thy.2013.0244)

This article has been peer-reviewed and accepted for publication, but has yet to undergo copyediting and proof correction. The final published version may differ from this proof.

Th

Cunha
et al.
(30)

Uruno et
al. (31)

Kim et
al. (32)

Jeon et
al. (33)

Sohn et
al. (34)

Salmash
oglu et
al. (35)

Bornaud
et al.
(36)

Sigstad
et al.
(37)

Biscolla
et al.
(38)

Zanella
et al.
(39)

0.50r0.2
ng/mL/0.9
ng/mL

0.2 ng/mL/0.7
ng/mL

0.2 ng/mL/0.7
ng/mL

0.2 ng/mL/0.7
ng/mL

0.1 ng/mL/-

1 ng/ml/-

1 ng/mL/-

Kit's
functional
sensitivity

sTg

Assessed
5 cutoff
points
through
ROC
curve

Based on
Uruno et
al.

Assessed
6 cutoff
points
through
ROC
curve

ROC
curve

Assessed
7 cutoff
points
through
ROC
curve

sTg

Based on
Kim et al.
and

Baskin et

0.9 ng/mL

sTg, mean
+2SD (32
ng/mL) or
10 ng/mL

sTg or 36
ng/mL
(when sTg
is
unavailabl
e)

5 ng/mL

28.5
ng/mL

0.93
ng/FNAB

sTg

Positive: >
50 ng/mL

Negative:
<1 ng/mL

10 ng/mL

55% (T) and
57%
(NT)/100%(T)

78%/-

77.3%/98%

80.4%/100%

40.5%/100%

95%/40%

71.1%/73%

75%/50% and
100% (NT)

86%/100%

100% (T and
NT)/100% (T)

81%/-

90.8%/89.8%

94.6%/90%

69%/83%

100%/96%

94.2%/97.8%

100%/100% and
83% (NT)

100%/100%
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Histopatho
logy

Histopatho
logy

Histopatho
logy and
US follow-

up

Histopatho
logy

Histopatho
logy

Histopatho
logy

Histopatho
logy or
WBS +
disappear
ance/no
progressio
non US

Histopatho
logy

Histopatho
logy,
periodic
us

Histopatho
logy or
negative
FNAB-C +
neck US
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al.

Giovanel
la et al.
(61)

1 ng/mL

Kim et
al. (62)

0.2 ng/mL/0.7 sTg sTg
ng/mL

96.4/68.9%
(NT) and

100%/100%

95%/90.9% (NT)
and 80%/100%

45

follow-up;
and
stimulated
sTg for at
least one
year

Histopatho
logy,
clinical
examinati
on, sTg,
and neck
us

Histopatho
logy

100%/90% (T)  (T)
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FNAB, fine-needle aspiration biopsy; FNAB-Tg, measurement of Tg in the washout
fluid of fine-needle aspiration biopsy; FNAB-C, cytological assessment of samples
collected by means of fine-needle aspiration biopsy; Tg, thyroglobulin; US, ultrasound;
WBS, whole-body scan; NT, patients awainting for thyroidectomy; T, patients submitted
to thyroidectomy; LN, Ilymph node; IRMA, immunoradiometric assays; ICMA,
immunochemiluminescence assays. *Methods considered gold standards to establish
the sensitivity and specificity of FNAB-Tg and FNAB-C. "Mean + two standard
deviations of the FNAB-Tg values of benign LNs from patients with history of
differentiated thyroid carcinoma (DTC). °97.5™ percentile of the FNAB-Tg level of
patients with negative FNAB-C. LNs were classified as benign when they exhibited
reactive FNAB-C associated with ultrasonographic regression in 6-12 months or when
they had benign histology.

FNAB, fine-needle aspiration biopsy; FNAB-Tg, measurement of Tg in the
washout fluid of fine-needle aspiration biopsy; FNAB-C, cytological assessment
of samples collected by means of fine-needle aspiration biopsy; Tg,
thyroglobulin; US, ultrasound; WBS, whole-body scan; NT, patients awainting
for thyroidectomy; T, patients submitted to thyroidectomy; LN, lymph node;
IRMA, immunoradiometric assays; ICMA, immunochemiluminescence assays.
aMethods considered gold standards to establish the sensitivity and specificity
of FNAB-Tg and FNAB-C. bMean + two standard deviations of the FNAB-Tg

values of benign LNs from patients with history of differentiated thyroid



Page 46 of 46

46

negative FNAB-C. dLNs were classified as benign when they exhibited reactive

carcinoma (DTC). c97.5th percentile of the FNAB-Tg level of patients with
FNAB-C associated with ultrasonographic regression in 6-12 months or when

they had benign histology.
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