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RESUMO

Objetivo: Biomarcadores associados a mucina-1, tais como Krebs von den Lungen-6
e carbohydrate antigen (CA, antigeno carboidrato) 15-3, encontram-se aumentados
em diversas doengas pulmonares intersticiais. Nosso objetivo foi determinar se CA
15-3 poderia ser considerado um biomarcador de gravidade de doenga em pacientes
com pneumonite de hipersensibilidade cronica (PHc). Métodos: Estudo prospectivo
observacional envolvendo pacientes adultos com PHc. Os niveis séricos de CA 15-3
foram medidos e correlacionados com variaveis relacionadas a gravidade e extensao
da doenga. As imagens de TCAR foram analisadas quantitativamente utilizando uma
plataforma computacional e uma ferramenta de analise de imagem (Computer-Aided
Lung Informatics for Pathology Evaluation and Rating). Os niveis de CA 15-3 foram
normalizados por transformacao logaritmica. Resultados: A amostra foi composta por 41
pacientes. A média de idade dos pacientes foi de 60,1 + 11,6 anos. A média da CVF em %
do previsto foi de 70,3% = 17,3%, e a mediana do nivel sérico de CA 15-3 foi de 48,1 U/
mL. Os niveis de CA 15-3 se correlacionaram inversamente com CVF em % do previsto
(r=-0,30; p=0,05), DLCO em % do previsto (r = —0,54; p < 0,01) e SpO, ao final de um
teste de degrau de 4 minutos (r = =0,59; p < 0,01), mas se correlacionaram diretamente
com a pontuacao quantitativa total da TCAR (r = 0,47; p = 0,004), especialmente quanto
a opacidades em vidro fosco (r = 0,58; p < 0,001). Conclusdes: E provavel que o CA 15-3
seja um biomarcador de gravidade de doengca em pacientes com PHc, particularmente
guanto a anormalidades nas trocas gasosas.
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INTRODUCAO

A pneumonite por hipersensibilidade (PH) é uma doenga
pulmonar intersticial (DPI) causada pela inalacdo de
antigenos, principalmente os orgéanicos. A classificacdo
atual diferencia a PH em fibrética e ndo fibrética.(*»

um subgrupo de pacientes com PH.©# Além disso, os
niveis de CA 15-3 se correlacionam com a extensdo da
doenga na TCAR em pacientes com DPI associada a
esclerose sistémica.®

O objetivo do presente estudo foi determinar o papel

O diagndstico de PH crbnica (PHc) tem implicacdes
prognosticas e terapéuticas.®?

Um biomarcador capaz de detectar atividade e gravidade
da doenca pode ser util na PHc. Krebs von den Lungen-6
(KL-6) é um epitopo da mucina-1 (MUC1). O KL-6 é
uma glicoproteina de membrana codificada pelo gene
MUCI1 e expressa na superficie das células epiteliais
do pulm&o.® O KL-6 é um biomarcador importante de
diversas DPIs; no entanto, ensaios de quantificacdo de
KL-6 ndo estdo disponiveis na maioria dos paises.® O
antigeno de carboidrato (CA, do inglés carbohydrate
antigen) 15-3 também é um epitopo de mucina, mas,
diferentemente do KL-6, ensaios de quantificacao de CA
15-3 estdo amplamente disponiveis. Os niveis de CA
15-3 se correlacionam com o KL-6 nas DPIs, incluindo

do CA 15-3 como biomarcador de gravidade da doenga
em pacientes com PHc. Avaliamos se os niveis de CA
15-3 se correlacionariam com a extensdo da doenca
com base na percepgao de dispneia, fungdo pulmonar,
SpO, apds o exercicio e TCAR.

METODOS

Este foi um estudo prospectivo observacional envolvendo
pacientes consecutivos com PHc que procuraram
atendimento médico em um hospital universitario
localizado na cidade de S&o Paulo (SP) entre dezembro
de 2015 e outubro de 2017.

Todos os pacientes foram submetidos a espirometria
e medida da DLCO, e os resultados foram comparados
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a valores de referéncia.'>'» A SpO, foi medida em
repouso e ao final de um teste de degrau de 4 minutos
(Sp0,-Ex).(*») Foram registrados os resultados da
ecocardiografia transtoracica e da TCAR, bem como
0s niveis séricos de CA 15-3 (Elecsys CA 15-3; Roche
Diagnostics, Rotkreuz, Suica) e a percepgdo de dispneia
medida pela escala modificada do Medical Research
Council (mMRC) e pela escala de Mahler.*3% O valor
de referéncia para o CA 15-3 sérico utilizando o ensaio
Elecsys CA 15-3 é de < 26,4 U/mL.(%

Os critérios de inclusdo foram os seguintes: idade >18
anos e diagnostico de PHc segundo os critérios propostos
por Salisbury et al.® para PH provavel. Distribuigdo
axial da doenga na TCAR foi adicionada como achado
tomografico sugestivo.(!®) A PH foi classificada como
cronica na presenca de sintomas ou de evidéncias
radioldgicas da doenca por pelo menos 3 meses. A
PH foi classificada como fibrdtica ou ndo fibrética de
acordo com a presenca de achados indicativos de fibrose
na TCAR.™ Foram realizadas broncoscopia, lavagem
broncoalveolar, bidpsia pulmonar transbronquica (BTB)
e/ou bidpsia pulmonar cirdrgica (BPC), levando-se em
conta as contraindicagdes, caso ndo se chegasse ao
diagndstico definitivo pelos métodos supracitados.”)

Os critérios de exclusdo foram os seguintes: tabagismo
atual; outras causas potenciais de DPI; SpO, em repouso
< 89%; incapacidade de realizar espirometria e medida
da DLCO; cancer de mama, cancer de colon, doenca
pancredtica, hepatite, cirrose hepatica ou sintomas
de doenca do refluxo gastroesofagico; e mudanca de
diagnostico durante o acompanhamento.

Classificamos a PH como ativa ou inativa. A PH foi
considerada ativa se houvesse piora da dispneia ou
diminuigdo significativa da CVF (= 10% em relagdo
aos valores basais) ou da DLCO (= 15% em relacdo
aos valores basais) nos ultimos 6-12 meses antes
da inclusdao no estudo. Melhora ou estabilidade na
percepcdo de dispneia e nos parametros de funcgéo
pulmonar indicava PH inativa.

Todas as imagens de TCAR foram adquiridas
utilizando colimagao de 1 mm, sendo os achados
definidos segundo as recomendagdes da Sociedade
Fleischner.®® A analise quantitativa das imagens
de TCAR foi realizada utilizando uma plataforma
computacional (Lung Texture Analysis [LTA]; Imbio,
Minneapolis, MN, EUA) e uma ferramenta de analise
de imagem (Computer-Aided Lung Informatics for
Pathology Evaluation and Rating [CALIPER]; Imbio). A
plataforma LTA fornece uma quantificacdo detalhada de
texturas por regido pulmonar e é capaz de identificar
com precisdo DPIs e outras condigGes fibroticas (tais
como faveolamento, opacidades reticulares e opacidades
em vidro fosco), bem como areas hipertransparentes
e parénquima pulmonar normal. Uma pontuacgao total
pode ser calculada.®*®

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo
(Protocolo n. 2,391,623). Todos os pacientes assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido.
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Andlise estatistica

As varidveis continuas foram expressas como médias
e desvios-padrdao ou como medianas e intervalos
interquartis. As variaveis categoricas foram descritas
como frequéncias absolutas e relativas.

Como os niveis de CA 15-3 apresentaram distribuicdo
ndo paramétrica, os valores foram transformados em
logaritmos naturais que se ajustaram para distribuicdo
normal (teste de Shapiro-Wilk). Em seguida, o teste de
correlacdo de Pearson foi utilizado para correlacionar
os niveis séricos de CA 15-3 com as varidveis de
fungdo pulmonar, e os coeficientes de correlacdo de
Spearman foram utilizados para correlacionar os niveis
séricos de CA 15-3 com as pontuagdes na escala de
Mahler e com as pontuagdes da TCAR derivadas do
programa CALIPER. Utilizamos ANOVA seguida pelo
teste de Tukey para comparar os niveis séricos de CA
15-3 com as pontuacdes na escala mMRC. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com o programa
IBM SPSS Statistics, versao 21.0 (IBM Corporation,
Armonk, NY, EUA).

RESULTADOS

A amostra inicial foi composta por 52 pacientes
diagnosticados com PHc: 9 e 2 foram excluidos
antes do inicio do estudo e durante o periodo de
estudo, respectivamente. Desses 2 pacientes, 1
apresentou rapida progressdo da doenca, e os
achados anatomopatoldgicos obtidos por meio de
BPC revelaram pneumonia intersticial usual, sendo o
diagndstico final fibrose pulmonar idiopatica (FPI); e 1 foi
diagnosticado com doenga do tecido conjuntivo durante
o0 acompanhamento (Figura 1). Portanto, 41 pacientes
foram incluidos na analise final. As caracteristicas basais
da amostra final sdo apresentadas na Tabela 1. No
momento da avaliacdo inicial, 29 pacientes (70,7%)
ndo haviam recebido nenhum tratamento.

Todos os pacientes foram expostos a antigenos
inalaveis, sendo mofo e passaros os tipos mais
frequentes de antigeno, e apresentavam sintomas
respiratorios. Treze pacientes (31,7%) foram expostos
tanto a mofo quanto a passaros. Dos 41 pacientes,
em relagdo a admissdo no estudo, 22 (53,7%) e 19
(46,3%) haviam tido exposicdo a antigeno recente e
anterior, respectivamente.

Na amostra total, 13 (31,7%) e 28 (68,3%) dos
pacientes, respectivamente, apresentavam um e dois
ou mais achados tomograficos sugestivos de PHc.
Caracteristicas indicativas de fibrose na TCAR estavam
presentes em 28 (68,3%) dos pacientes.

Dos 41 pacientes, 4 (9,8%) tinham diagndstico
definitivo de PHc e ndo precisaram ser submetidos
a nenhum outro método diagndstico; 23 (56,1%)
e 14 (34,1%) foram submetidos a BTB e BPC,
respectivamente. Entre os que foram submetidos a
BTB, encontrou-se aumento de linfocitos no lavado
broncoalveolar (> 20%) em 15 pacientes.
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PHc (n = 52)

Excluidos (n = 11)

- Cancer de colon (n = 1)

- Cardiopatia (n = 2)

- Incapacidade de realizar TFP (n = 3)

- Oxigenoterapia (n = 2)

- Hepatopatia (n = 1)

- Diagnostico de FPI durante o acompanhamento (n =1)

- Diagnostico de DTC durante o acompanhamento (n = 1)

PHc (doenca ativa)
n =19 (46,3%)

PHc (doenca inativa)
n =22 (53,7%)

Figura 1. Fluxograma do processo de selegdo do estudo. PHc: pneumonite de hipersensibilidade crénica; TFP: teste de
funcdo pulmonar; FPI: fibrose pulmonar idiopatica; e DTC: doenca do tecido conjuntivo.

Tabela 1. Caracteristicas basais dos pacientes estudados.?

Caracteristicas (N = 41)

Idade, anos 60,1 + 11,6
Sexo feminino 30 (73,2)
Status tabagico

Nao fumante 26 (63,4)

Ex-fumante 15 (36,6)
Linfocitos no LBA, % 24 [4-76]
Linfocitos no LBA > 20%° 13 (59)
CVF, % do previsto 70,3+ 17,3
DLCO, % do previsto 54,5 + 19,0
Pontuacao na escala mMRC 2 [1-3]
Pontuacao na escala de Mahler 7 [5-8]

Sp0, em repouso 96 [93,5-97,0]

Sp0,-Ex 88 [83,5-92,5]

CA 15-3 sérico, U/mL 48,1 [26,9-83,6]

Achados de TCAR
Indicativos de fibrose 28 (68,3)
Opacidades em vidro fosco 36 (87,8)
Nodulos centrolobulares 0 (24,4)
Faveolamento 1 (26,8)
Enfisema 3(31,7)
Bronquiectasias de tracao 25 (60,9)
Bronquiolectasias 21 (51,2)
Aprisionamento aéreo 27 (65,8)
Distribuicao axial 24 (58,5)
Doenca predominante nos lobos 2 (4,9)
superiores

Tratamento farmacoldgico no

momento da inclusao
Nenhum 29 (71)
Prednisona 9 (22)
Imunossupressore 3(7)

mMRC: modificada do Medical Research Council; SpO,-
Ex: SpO, medida ao final de um teste de degrau de
4 minutos; e CA: carbohydrate antigen (antigeno de
carboidrato). 2Valores expressos em forma de n (%),
média £ dp ou mediana [IIQ]. ’n = 22. Associado a
prednisona em 2 pacientes.

As bidpsias revelaram achados diagndsticos de PH ou
compativeis com PH em 19 dos 37 pacientes (51%):
PH classica, em 6 (2 por BTB e 4 por BPC); achados
indicativos de lesdao bronquiolar (bronquiolite obliterante,
metaplasia peribronquiolar ou aprisionamento aéreo),
em 10 (3 por BTB e 7 por BPC); e fibrose intersticial
centrada nas vias aéreas, em 3 (por BPC). Apenas um
paciente apresentava padrdo de pneumonia intersticial
usual, mas esse padrdo estava associado a outros
achados tipicos de PH.

A mediana dos niveis séricos de CA 15-3 foi de 48,1
U/mL, variando de 13,2 U/mL a 228,7 U/mL. Na amostra
total, 22 e 19 pacientes apresentavam PHc inativa
e ativa, respectivamente, sendo que as médias dos
logaritmos naturais dos niveis séricos de CA 15-3 foram
de 3,65 + 0,64 € 4,20 £ 0,77 (t = 2,48; p = 0,02).
Utilizando a curva ROC e transformagéo logaritmica
antinormal, o melhor ponto de corte foi 51,3 U/mL.

A exposicao ambiental precedeu os sintomas em
todos os casos. Nao foram encontradas diferengas
significativas nos niveis de CA 15-3 entre os grupos
que tiveram exposicdo ambiental recente e anterior
(dados nao apresentados). Vinte e sete pacientes
conseguiram evitar a exposicao ambiental, o que
resultou em melhora clinica em 21 pacientes (mas ndo
em 6), 12 permaneceram expostos, e essa informacado
foi considerada incerta em 2. Quando comparamos 0s
pacientes que permaneceram expostos a antigenos
mais 0s que evitaram a exposicdo mas ndo mostraram
melhora clinica (n = 18) com os que evitaram a
exposicdo ambiental e apresentaram melhora clinica (n
= 21), os niveis de CA 15-3 foram menores no ultimo
grupo (4,241 £ 0,780 U/mL vs. 3,602 £ 0,634 U/mL; t
=2,82; p<0,01). A curva ROC mostrou que o melhor
ponto de corte entre os dois grupos foi 55,3 U/mL.

N&o foram encontradas diferengas nos niveis de CA
15-3 entre os nao fumantes e os ex-fumantes (dados
nao apresentados). Além disso, os niveis de CA 15-3
eram semelhantes entre os pacientes que ndo haviam
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recebido nenhum tratamento até o momento da avaliagao
inicial (n = 29) e os que haviam sido tratados (n = 12):
3,97 £ 0,78 U/mL vs. 3,76 £ 0,68 U/mL (p = 0,40).

Houve uma diferencga estatisticamente significativa
entre os niveis de CA 15-3 e as pontuacgdes na escala
mMRC (Z = 5,45; p < 0,01). O teste de Tukey mostrou
que também houve uma diferenca estatisticamente
significativa entre os pacientes com pontuagdao = 3
na escala mMRC e os com pontuagdo = 1-2 nessa
escala (p < 0,05; dados ndo apresentados). Houve
uma correlacdo inversa significativa, mas fraca, entre
a percepgao de dispneia medida pela escala de Mahler
e os niveis de CA 15-3 (r,= —0,31; p = 0,04). N&do
foram encontradas diferengas quanto a CVF em % do
previsto (CVF%), DLCO em % do previsto (DLCO%)
e SpO,-Ex entre os ndo fumantes e os ex-fumantes
(dados nao apresentados).

Houve uma correlagdo negativa significativa entre
0s niveis séricos de CA 15-3 e a CVF% (r = —0,30; p
= 0,05), a DLCO% (r= -0,54; p < 0,01) e a SpO,-Ex
(r=-0,59; p < 0,01; Figura 2).

N&o houve diferencas significativas nos niveis de CA
15-3 entre pacientes com (n = 28) e sem (n = 13)
achados indicativos de fibrose na TCAR (4,015 £ 0,711
U/mL vs. 3,681 £ 0,808 U/mL; p = 0,19).

Segundo analise com o programa CALIPER, houve
uma correlacdo estatisticamente significativa entre
os niveis de CA 15-3 e as seguintes pontuagdes de
TCAR: total de opacidades em vidro fosco, total de
faveolamento, pontuacdo total de fibrose (isto &,
total de opacidades reticulares mais faveolamento)
e pontuacdo total (Tabela 2 e Figura 3). A correlagao
entre os niveis séricos de CA 15-3 e a quantificagdo do
total de opacidades em vidro fosco com o programa
CALIPER é apresentada na Figura 3.

DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que, em pacientes com
PHc, ha uma correlacdo inversa dos niveis séricos de
CA 15-3 com CVF%, DLCO% e Sp0O,-Ex, bem como

120+ r=-0.54; p < 0.01

100

DLCO, % of predicted

250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50
InCA 15-3

ha uma correlagdo direta desses niveis de CA 15-3
com a extensdo da doenga na TCAR, especialmente
a relacionada a quantificagdo de opacidades em vidro
fosco. Ha diversos achados histopatoldgicos relacionados
a PH.(2%22) No presente estudo, utilizamos os critérios
propostos por Salisbury et al.® para o diagnéstico de PH.

Um biomarcador é definido como “uma caracteristica
que é objetivamente medida e avaliada como um
indicador de processos bioldgicos normais, de processos
patogénicos ou de respostas farmacoldgicas a uma
intervencdo terapéutica”.*® Varios biomarcadores tém
sido estudados nas DPIs, especialmente na FPI, e podem
fornecer informagdes sobre o curso da doenga.+2%
O KL-6 é agora classificado como uma proteina MUC1
humana. Pneumdcitos do tipo II em regeneracdo sdo
a principal fonte celular de KL-6/MUC1 nos pulmdes
acometidos dos pacientes com DPI.® Investigagdes
extensas realizadas principalmente no Japdo revelaram
gue os niveis séricos de KL-6/MUC1 encontram-se
elevados em 70-100% dos pacientes com diversas
DPIs, inclusive a PH.®) AlteragGes sequenciais nos niveis
séricos de KL-6 podem prever a progressdo da DPI. (2%

0 CA 15-3 é um marcador tumoral para muitos tipos de
cancer, principalmente o cancer de mama. Assim como
0 KL-6, o CA 15-3 também é derivado da MUC1, mas
sua medicdo esta amplamente disponivel, é totalmente
automatizada e tem baixo custo. Estudos anteriores
mostraram que os niveis de CA 15-3 apresentam uma
alta correlagdo com os niveis de KL-6 em pacientes
com DPIs, especialmente nos com DPIs fibréticas.¢®
Em um estudo, os niveis de CA 15-3 se mostraram
elevados em 26 pacientes com PH, e a correlagdo entre
os niveis de KL-6 e de CA 15-3 foi muito forte.®® Em
outro estudo envolvendo pacientes com PHc, os niveis
de KL-6 foram medidos durante diferentes estacdes
do ano e se mostraram aumentados durante o verao
como resultado da maior umidade nas residéncias
nessa época do ano.®”

Em nosso estudo, houve uma correlagdo direta
estatisticamente significativa entre as pontuagdes de

1004 r=-0.59; p <0.01

o o

250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50
InCA 15-3

Figura 2. Correlagdo do logaritmo natural (In) dos niveis séricos de carbohydrate antigen (CA) 15-3 com DLCO em %
do previsto (em A) e SpO, ao final de um teste de degrau de 4 minutos (SpO,-Ex).
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Tabela 2. Correlagdo entre os niveis de carbohydrate antigen (CA) 15-3 e os achados tomograficos.2
Coeficiente de correlacdo de Spearman

Achados de TCAR
Total de opacidades em vidro fosco
Total de areas hipertransparentes
Total de faveolamento
Pontuacao total de fibrose
Total de achados

p
0,54 0,001
0,35 0,03
0,36 0,03
0,34 0,04
0,47 0,004

aAnalise quantitativa com o programa CALIPER.

250.01 rs = -0.54; p = 0.001
(<]
200.0-
o
3
g1500{ ° ° °
(2]
A
- o
10001 o °
oo z ° © o
50.0 °°6§ o
o
T °
]
.01

.00 20.00  40.00 60.00 80.00  100.00
Total ground-glass opacities
Figura 3. Correlagdo entre os niveis séricos de carbohydrate

antigen (CA) 15-3 e a andlise quantitativa computadorizada
do total de opacidades em vidro fosco.

dispneia e os niveis séricos de CA 15-3. Além disso,
houve uma correlagdo inversa entre os niveis séricos
de CA 15-3 e os indicadores funcionais pulmonares
de gravidade da doenca: CVF%, DLCO% e SpO,-Ex.

Um estudo prospectivo avaliou 85 pacientes com
diferentes tipos de DPI e encontrou niveis séricos de
CA 15-3 mais altos nos pacientes com CVF% < 50%.>%)
No presente estudo, houve uma forte correlagao dos
niveis séricos de CA 15-3 com as variaveis de trocas
gasosas, a DLCO% e a SpO,-Ex, sugerindo que o CA
15-3 foi um indicador da extensdo do dano alveolar.

Um estudo mediu os niveis de CA 15-3 em 84
pacientes com esclerose sistémica e DPI e constatou
que esses niveis se correlacionaram fortemente com
as pontuagdes semiquantitativas da TCAR.® Jacob
et al.* estudaram pacientes com PH e constataram
que a analise quantitativa com o programa CALIPER
foi mais precisa do que as pontuagdes visuais da
TCAR e que houve melhor correlagdo com as variaveis
funcionais e morfoldgicas. No presente estudo, a analise
quantitativa dos achados de TCAR foi realizada utilizando
a plataforma LTA e o programa CALIPER. Houve uma
correlagdo direta entre os niveis séricos de CA 15-3
e os seguintes achados de TCAR: total de opacidades
em vidro fosco, total de faveolamento e pontuagdo

total de fibrose (isto €&, total de opacidades reticulares
mais faveolamento). Um estudo avaliou pacientes com
FPI que foram submetidos a transplante pulmonar e
mostrou que os niveis de CA 15-3 diminuiram apds o
procedimento.?® Esse resultado corrobora a relagao
entre os niveis de CA 15-3 e a extensdo das DPIs.

Existem limitagdes no presente estudo. Em 8 casos,
a TCAR ndo foi realizada em nosso hospital, e isso
resultou no uso de diferentes técnicas tomograficas. No
entanto, essas imagens foram consideradas adequadas
para analise com o programa CALIPER. Os ex-fumantes
ndo foram excluidos, e isso pode ter afetado alguns
achados funcionais e tomograficos. No entanto, os
niveis séricos de CA 15-3 eram semelhantes entre os
ndo fumantes e os ex-fumantes. Além disso, ensaios
de quantificagdo KL-6 ndo estavam disponiveis, e,
portanto, ndo foram realizadas comparagles entre
os niveis de KL-6 e de CA 15-3.

Quando um candidato a biomarcador ¢ identificado,
ele deve ser facilmente mensuravel e mecanisticamente
plausivel. Ele deve ser validado em outro estudo e
submetido a testes bioldgicos para estabelecer seu
papel na patogénese de uma doenca.®?

Em conclusdo, é provavel que o CA 15-3 seja um
biomarcador de gravidade da doenga em pacientes
com PHc, particularmente quanto a anormalidades
nas trocas gasosas.
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