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INFORMAQ(BES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Avaliar a utilidade clinica das medic¢bes séricas da proteina de células de Clara de

Recebido em 22 de abril de 2014 16-kDa (CC16) em relacdo ao sistema de estadiamento para doenca pulmonar intersticial

Aceito em 30 de abril de 2015 associada a esclerose sistémica (DPI-ES).

On-line em 17 de julho de 2015 Materiais e métodos: Foram determinados os niveis séricos de CC16 por ELISA em 28 pacien-
tes com ES e 30 controles sauddveis e correlacionados com o sistema de estadiamento para

Palavras-chave: DPI-ES em pacientes com ES. O envolvimento pulmonar foi avaliado funcionalmente (ple-

ccl6 tismografia corporal, capacidade de difusdo de monédxido de carbono) e radiologicamente

Doenca intersticial pulmonar (extensdo média da doenca na tomografia computadorizada de alta resolu¢ao dos pulmaes,

Esclerose sistémica TCAR) em pacientes com ES.

Resultados: Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nos niveis séri-
cos de CC16 entre pacientes com ES e controles saudaveis apenas em ndo tabagistas. No
entanto, as concentracdes séricas de CC16 eram significativamente elevadas em pacien-
tes com extensdo>20% na TCAR em comparacdo com pacientes com extensdo < 20% na
TCAR (p=0,01). Os niveis séricos de CC16 se correlacionaram positivamente com a exten-
sdo média da doenga na TCAR (p=0,04) e com a extensdo de padrdo reticular na TCAR (p <
0,01) e negativamente com a capacidade pulmonar total (CPT) (p=0,03) e com os resultados
do teste de caminhada de seis minutos (p <0,01).
Conclusdes: Os niveis de CC16 podem ser considerados como biomarcadores séricos suple-
mentares para a DPI-ES.
© 2015 Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob a licenca de CC BY-NC-ND
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Serum Clara cell 16-kDa protein levels and lung impairment in systemic
sclerosis patients

ABSTRACT

Keywords:
CC16 in relation with staging system for systemic sclerosis associated interstitial lung disease
Interstitial lung disease (SSc-ILD).

Systemic sclerosis Materials and methods: Serum levels of CC16 were determined by ELISA in 28 SSc patients and

Objective: To assess clinical utility of serum Clara cell 16-kDa protein (CC16) measurements

30 healthy controls, and correlated with staging system for SSc-ILD in SSc patients. Lung
involvement was assessed functionally (body plethysmography, diffusing capacity of the
lung for carbon monoxide) and radiologically (an average disease extent on high resolution
computed tomography of the lungs, HRCT) in SSc patients.

Results: We observed statistically significant differences in serum CC16 levels between SSc
patients and healthy controls only in non-smokers. However, serum CC16 concentrations
were significantly elevated in patients with HRCT extent>20% in comparison to patients
with HRCT extent<20% (p=0.01). They correlated positively with average disease extent on
HRCT (p=0.04), an extent of a reticular pattern on HRCT (p<0.01), and negatively with a
total lung capacity (TLC) (p=0.03) and the results of the 6-min walk test (p <0.01).
Conclusions: CC16 levels can be considered as a supplemental serum biomarker for SSc-ILD.

© 2015 Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A esclerose sistémica (ES) é uma doenca autoimune cro-
nica do tecido conjuntivo caracterizada por vasculopatia,
inflamacdo e fibrose progressiva da pele e o6rgdos inter-
nos. As principais causas de morbidade e mortalidade em
pacientes com ES sdo duas sindromes pulmonares relacio-
nadas com a ES: hipertensdo arterial pulmonar (HAP-ES) e
doenca pulmonar intersticial (DPI-ES).! Para avaliar a DPI-ES,
sao feitas tomografias computadorizadas de alta resolucao
(TCAR) e testes de funcdo pulmonar. Além disso, foram des-
critos alguns marcadores soroldgicos da DPI-ES especificos
do pulméo.”* Esse grupo inclui a proteina de células de
Clara de 16kDa (CC16). Essa é uma das principais proteinas
secretadas pelas células de Clara e h4 cada vez mais evi-
déncias de seu papel protetor contra a resposta inflamatdria
pulmonar.®

A CC16 é uma proteina homodimérica de 15,8kDa codifi-
cada por um gene localizado no cromossomo 11.° Tem poten-
tes propriedades imunossupressoras e anti-inflamatérias
naturais. A CC16 mostrou modular a resposta inflamatéria,
incluindo a inibicdo da atividade da fosfolipase A2 citos6-
lica e interferon-v in vitro.” Foram observadas altera¢des nas
concentracdes séricas de CC16 em pacientes com diferentes
doencas que afetam os pulmoes, incluindo uma diminuicao
nos niveis de CC16 na asma bronquica e um aumento
na sarcoidose e na fibrose pulmonar idiopética.>® A pro-
teina também foi observada apds a exposicdo a irritantes
pulmonares.’® Além disso, descobriu-se que o nivel sérico de
CC16 é um indicador de fibrose pulmonar ativa em pacien-
tes com ES.'! Em relacéo a esse achado, no presente estudo
foram avaliados os niveis séricos de CC16 e foi examinada
a associacdo com a avaliacdo de DPI-ES em pacientes com
ES.

Materiais e métodos

Foram recrutados para o estudo 28 pacientes consecutivos
com ES (25 mulheres e trés homens entre 24 e 70 anos), de
acordo com os critérios de classificacdo do American College
of Rheumatology.'”> Todos os pacientes foram também ana-
lisados com os critérios de classificacdo para ES de 2013.%3
Os pacientes foram ainda classificados em dois subgrupos,
de acordo com o acometimento cutaneo; com base na exten-
sdo do seu envolvimento de pele, podiam ter a forma cuténea
difusa (EScd) ou cuténea limitada (EScl) da doenca.'* Os con-
troles saudaveis (n=30) eram voluntarios nédo tabagistas e
foram estatisticamente pareados por sexo e idade (18-29, 30-
44, 45-54 e 55-70 anos). O estudo foi aprovado pelo Comité
de Ftica da Universidade de Ciéncias Médicas de Poznan e
foi obtido um consentimento informado de todos os parti-
cipantes. O protocolo de pesquisa estd de acordo com os
principios da Declaracdo de Helsinque da World Medical
Association.

A avaliacdo clinica compreendeu o histérico de saide com-
pleto e exames fisicos, que incluiram a avaliacdo da ulcera e
a avaliacdo do envolvimento da pele com o Escore de Rodnan
Modificado.' Foi calculado o escore de atividade da esclerose
sistémica (Systemic Sclerosis Activity Score) da European
League Against Rheumatism (EULAR) Scleroderma Trials and
Research (EUSTAR) de todos os pacientes com ES. A duracdo
da doenca foi medida a partir do inicio do primeiro sintoma,
com excecdo do fendmeno de Raynaud, consistente com
ES. O envolvimento pulmonar foi avaliado funcionalmente
(pletismografia corporal, capacidade de difusdo do monédxido
de carbono [CDCO] e teste de caminhada de seisminutos)
e radiologicamente (tomografia computadorizada de alta
resolucdo do pulmdes, TCAR), conforme proposto por Goh
et al.’® Além disso, as imagens tomograficas também foram
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avaliadas a procura dos seguintes achados: extensdo média
da doenca, extensao do padrdo reticular, extensao do padrao
de vidro fosco e presenca de faveolamento. Todos os exames
de TCAR foram avaliados por um radiologista especialista
em TCAR e DPI. Para descrever os pacientes com ES como
“sem comprometimento da funcdo pulmonar”, definiu-se
que trés parametros funcionais - capacidade pulmonar total
(CPT), capacidade vital (CV) e CDCO - deveriam estar acima
de 80% previsto. Foram coletadas amostras de sangue dos
pacientes no momento do exame clinico, em jejum. O soro
obtido foi armazenado a -70°C antes da feitura dos testes.
A atividade inflamatéria foi determinada pela velocidade
de hemossedimenta¢do (VHS, Westergren), concentracio
de proteina C-reativa de alta sensibilidade (PCR, ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica [ELISA], Biocheck, EUA) e niveis
dos componentes do complemento C3 e C4 (imunoeletro-
forese radial). Os titulos de anticorpos antinucleares (ANA)
foram avaliados por uma reacdo de imunofluorescéncia
indireta com dois biochips por campo contendo células HEp-
20-10 e tecido de figado de macaco (Euroimmun, Alemanha).
Os anticorpos para antigenos nucleares extraiveis (ENA) foram
determinados com o teste tipo blot ANA Profile 3 (Euroimmun,
Alemanha). As concentragdes séricas de CC16 foram medidas
com kits ELISA comercialmente disponiveis (BioVendor,
Republica Checa), de acordo com o protocolo do fabricante.

Os dados demograficos dos pacientes foram analisados
por meio de estatistica descritiva e a distribuicdo normal
dos dados foi aferida com o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Os resultados sdo apresentados ao longo do artigo como a
meédia + desvio padrio (DP) para dados de distribui¢do normal
ou como a mediana (intervalo interquartil, IQR) para dados
sem distribuicdo normal. As associagOes entre os diferentes
valores foram examinadas com a andlise da correlagcdo de
postos de Spearman. As diferencas entre os grupos foram cal-
culadas com o teste U de Mann-Whitney. Um valor de p inferior
a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todas
as andlises estatisticas foram feitas com o software Statistica
(StatSoft, Inc., 2011), versao 10, www.statsoft.com).

Resultados

Dentre os 28 pacientes com ES, 11 tinham EScd (nove mulheres
e dois homens) e 17 tinham EScl (16 mulheres e um homem).
Dez pacientes (35,7%) tinham um Escore de Rodnan Modi-
ficado de mais de 14 e sete (25%) tinham doenca ativa, de
acordo com o escore de atividade da EUSTAR. Um paciente
(3,6%) tinha HAP-ES e nenhum tinha fun¢éo renal prejudicada.
Em 27 pacientes (96,4%) os testes de func¢do pulmonar apre-
sentaram diminuicdo na CDCO, a CV estava diminuida em
quatro (14,3%) e a CPT em um (3,6%). Nao houve caso de asma
bronquica ou sarcoidose concomitante no grupo pesquisado.
A comparacdo entre a EScd e a EScl ndo revelou diferencas
estatisticamente significativas nos testes de fun¢do pulmo-
nar em relacdo a porcentagem predita da CPT, CV e CDCO.
Alteragles significativas na TCAR (extensdoda DPI>5%) em
53,6% dos pacientes e extensdo da DPI > 20% estavam presen-
tes em 32,1% dos pacientes com ES. Ndo foram encontrados
pacientes com a extensao indeterminada da doenca na TCAR.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas, laboratoriais e

radiolégicas dos pacientes com esclerose sistémica

Duracdo da doenca (meses) 51,5+12,1
Escore de Rodnan modificado 13 (17)

Anticorpos antinucleares 25 (89,3)
Anticorpos antitopoisomerase 10 (35,7)
Anticorpos anticentrémero 15 (53,6)
Velocidade de hemossedimentacdo (mm/h) 25 (22)
Proteina C-reativa (mg/L) 0 (5,4)
Componente do complemento C3 (g/L) 1162 (236)
Componente do complemento C4 (g/L) 191 (66)
Escore de atividade da esclerose sistémica EUSTAR 2(3)
TCAR 15 (25)
Extensdo da doenca, % 10 (15)
Extensao do padrao reticular, % 5 (10)
Extensao do padrao de vidro fosco, % 9(32,2)
Presenca de faveolamento 58,4 (16,5)
Capacidade pulmonar total (%p) 108,2 (21)
Capacidade vital (%p) 98,3 (19,7)
Teste de caminhada de 6 minutos, distancia (m) 375 (90)
Tratamento com ciclofosfamida 9 (32,1)
Tratamento com metotrexato 5(17,9)
Tratamento com azatioprina 2(7,1)
Tabagista atual 6 (21,4)

TCAR, tomografia computadorizada de alta resolucéo.
Dados apresentados como a mediana (intervalo interquartil),
média + desvio padrao ou como n (%).

Outras caracteristicas do grupo de pacientes no momento da
andlise sdo mostradas na tabela 1.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente signi-
ficativas nos niveis séricos de CC16 entre pacientes com ES
(mediana de 9,9 (7,3) ng/mL) e controles saudaveis (mediana
de 8,4 (3,7) ng/mL) (fig. 1) ou entre os subgrupos EScd e EScl.
No entanto, a exclusdo dos tabagistas dessa andlise revelou
concentragdes séricas significativamente elevadas de CC16
nos pacientes com ES ndo tabagistas em comparagao com 0s
controles [mediana de 10,2 (5,8) vs. 8,4 (3,7) ng/mL, p=0,03]
(fig. 2). Em todo o grupo com ES investigado, as concentracoes
de CC16 também estiveram associadas a idade dos pacientes
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Figura 1 - Concentrac¢des séricas de CC16 (ng/mL) nos
controles saudaveis (n = 30) e em pacientes com esclerose
sistémica (n = 28).
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Figura 2 - Concentragdes séricas de CC16 (ng/mL) em
pacientes nao tabagistas com esclerose sistémica (n=22)
e controles saudaveis (n =30).

(r=0,41, p=0,03) e foram significativamente menores em
tabagistas (p=0,03). Os niveis séricos de CC16 eram signifi-
cativamente elevados em pacientes com extensdo>20% na
TCAR em comparagao com pacientes com extensao < 20% na
TCAR (p=0,01) (fig. 3). Além disso, os niveis de CC16 se correla-
cionaram significativamente com a extensao na TCAR quando
apresentadas como uma variavel continua (r=0,44, p=0,04)
e com a extensao do padrdo reticular (r=0,61, p<0,01). Em
relacdo aos testes de funcdo pulmonar, as concentracoes
de CC16 estiveram negativamente associadas com a CPT
(r=-0,41, p=0,03) e com o resultado do teste de caminhada de
seis minutos (r=-0,55, p<0,01). Nao foram detectadas outras
associacOes estatisticamente significativas entre os niveis
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Figura 3 - Concentragdes séricas de CC16 (ng/mL) em
pacientes com esclerose sistémica com extensio <20%
e extensdo >20% na TCAR.

Extenséo > 20% na TCAR

séricos de CC16 e resultados clinicos ou laboratoriais, como
mostrado na tabela 1.

Discussao

O presente estudo centra-se nos niveis séricos de CC16 em
pacientes com ES em relacdo ao sistema de estadiamento da
DPI-ES.

Foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
somente nos niveis séricos de CC16 entre pacientes com ES
ndo tabagistas e controles sauddveis, mas ndo quando paci-
entes tabagistas e ndo tabagistas com ES foram analisados em
conjunto como um grupo Unico. Isso é consistente com os
resultados de um estudo anterior em que os pacientes com ES
tinham niveis séricos de CC16 mais elevados, mas néo esta-
tisticamente significativos, em comparacdo com os niveis de
controles saudaveis.!’ No entanto, ndo se pode excluir uma
polarizacdo causada pelo pequeno tamanho da amostra de
tabagistas e pela amostra total relativamente pequena de indi-
viduos incluidos no estudo.

Além disso, ndo foi encontrada relacdo entre os niveis
de CC16 e a CV, como foi relatado por outros trabalhos.™'
A explicacdo mais provavel para as discrepéncias estd na
diferenca de tratamento (sem tratamento vs. 57,1% dos paci-
entes tratados com farmacos imunossupressores no presente
estudo). Esses resultados divergentes também podem ter
sido influenciados pelo pequeno tamanho da amostra deste
estudo. No entanto, descobriu-se que os niveis de CC16 eram
significativamente elevados em pacientes com ES com média
de extensao da doenga>20% na TCAR em rela¢do aos pacien-
tes com média de extensdo da doenga<20% e que os niveis
séricos de CC16 se correlacionaram significativamente com
a média de extensdo da doenca na TCAR quando analisados
como variavel continua. Essas observacdes estdo de acordo
com o achado de que os niveis séricos de CC16 em pacientes
com ES com fibrose pulmonar foram notavelmente maiores
na doenca pulmonar ativa vs. inativa. No estudo de Hase-
gawa et al., o diagndstico de fibrose pulmonar ativa baseou-se
na presenca de aspecto de vidro fosco ou padrao reticular
na TCAR do térax e mudanca >10% na CV ou mudanca >15%
na CDCO dentro de um ano. Como nosso estudo baseou-se
na abordagem de caso-controle, ndo poderiamos analisar a
atividade da DPI-ES com base nos mesmos critérios, mas os
resultados deste estudo também indicaram o CC16 como um
marcador da DPI-ES, ja que foi mostrada uma associacdo dos
niveis séricos de CC16 com a extensdo do padrdo reticular na
TCAR. Esse achado é de particular importéncia clinica, ja que
no estudo de Goh et al.'® a mortalidade em pacientes com
ES estava fortemente ligada néo sé a extensdo da doenca na
TCAR, mas também a extensao do padréo reticular. Portanto, o
nivel sérico elevado de CC16 pode ser um candidato a um mar-
cador de prognédstico nos pacientes com ES, especialmente em
nio tabagistas.

Além disso, neste estudo observou-se uma diminuicdo nas
concentracoes séricas de CC16 em pacientes tabagistas. Isso
concorda com os resultados de estudos anteriores, que mos-
traram uma reducdo de aproximadamente 30% nos niveis de
CC16 em tabagistas.!”
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Em suma, os resultados deste estudo indicam que
concentracoes elevadas de CC16 refletem o grau de lesdo pul-
monar no decorrer da ES, conforme destacado pelo sistema
de estadiamento de Goh et al.’® Além disso, o nivel de CC16
poderia ser considerado como um potencial marcador sérico
de prognéstico neste grupo de pacientes, mas sdo necessa-
rios estudos prospectivos e longitudinais para que isso seja
confirmado.
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