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RESUMO

Carboni RCS. Aumento das concentracdes séricas de YKL-40 e sua expressao nos
tecidos musculares de pacientes com sindrome antissintetase [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2021.

Introducéo. A proteina 1 similar a quitinase-3 (YKL-40) tem sido associada a diversos
processos fisioldgicos, como inflamacéo, angiogénese, proliferacdo celular, fibrose e
remodelacao tecidual. O aumento da concentracdo sérica de YKL-40 tem sido descrito
em Vvarias doencgas autoimunes sistémicas, exceto na sindrome antissintetase (SAS).
Objetivos. Avaliar a concentracdo sérica de YKL-40 em pacientes com SAS, e
correlaciona-la com parametros demograficos, laboratoriais e clinicos, status de doenca
e tratamento medicamentoso. Por fim, avaliar a expressdo de YKL-40 nos tecidos
musculares destes pacientes. Métodos. Trata-se de um estudo transversal,
unicéntrico, de 2017 a 2019, que incluiu 64 pacientes adultos com SAS pareados por
idade, sexo e etnia com 64 controles saudaveis. As concentracdes séricas da YKL-40
foram avaliadas pelo método ELISA, enquanto a expressdo da YKL-40 nos tecidos
musculares foi analisada por técnica de imuno-histoquimica na bidpsia de 5 pacientes.
O status de doenca foi avaliado pelo escore de Myositis Disease Activity Assessment
Visual Analogue Scales. Resultados. A média de idade dos pacientes foi de 44,8+11,8
anos, com duracdo mediana da doenca de 1,5 (0,0-4,0) anos. Os pacientes eram
predominantemente do sexo feminino (82,8%) e brancos (73,4%), comparaveis ao
grupo controle. A maioria dos pacientes apresentava doenca estavel. A mediana da
concentracdo seérica de YKL-40 foi maior no grupo SAS do que no grupo controle:
538,4 (363,4-853,1) pg/mL versus 270,0 (201,8-451,9) pg/mL, respectivamente;
P<0,001. No entanto, ap6s analise multivariada, a YKL-40 ndo se correlacionou com
nenhum parametro clinico, laboratorial, status de doenca ou terapéutica (P>0.05),
exceto com a concentracdo sérica de fator de necrose tumoral (TNF-a) (correlacdo de
Spearman: rho=0.382; P=0.007). A YKL-40 estava expressa em tecidos musculares
com a presenca de infiltrados de células inflamatorias. Conclusdes. Pacientes com
SAS apresentam alta concentracdo sérica de YKL-40, a qual se correlacionou
positivamente com a de TNF-a. No entanto, ndo houve correlagdo entre os niveis
séricos da YKL-40 com os parametros demograficos, status de doencga, autoanticorpos,
comorbidades ou parametros terapéuticos. Além disso, a YKL-40 mostrou-se expressa
em tecidos musculares com infiltrados de células.

Descritores: Biopsia muscular; Inflamacao; Quitinases; Miopatia inflamatoria; Miosite;
Sindrome antissintetase.



ABSTRACT

Carboni RCS. Increased serum concentrations of YKL-40 and its expression in the
muscle tissues of patients with antisynthetase syndrome [thesis]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2021.

Introduction. Chitinase-3-like-1 protein (YKL-40) has been associated with many
physiological processes, such as inflammation, angiogenesis, cell proliferation, tissue
fibrosis, and remodeling. High serum levels of YKL-40 have been described in several
systemic autoimmune diseases, but there is still no description of this glycoprotein in
antisynthetase syndrome (ASS). Objectives. To evaluate YKL-40 serum levels,
correlate them with laboratory and clinical parameters, disease status and treatment
schemes, and analyze the YKL-40 expression in the muscle tissues of these patients.
Methods. This cross-sectional single-center study, from 2017 to 2019, that included 64
adult patients with ASS, who were age-, gender- and ethnicity-matched to 64 controls.
The serum levels of the YKL-40 analysis were performed by ELISA kit method, whereas
the YKL-40 expression in muscle tissues was analyzed by an immunohistochemistry
technique in the biopsy of 5 patients. The disease status was assessed by the
International Myositis Assessment and Clinical Studies Group set scores. Results. The
patients’ mean age was 44.8+11.8 years, and median disease duration of 1.5 (0.0-4.0)
years. These patients were predominantly female (82.8%) and White (73.4%). Most
patients had stable disease. The median YKL-40 serum level was significantly higher in
the ASS patients when compared to the healthy individuals: 538.4 (363.4-853.1) pg/mL
versus 270.0 (201.8-451.9) pg/mL, respectively; P<0.001. However, through
multivariate, analysis YKL-40 serum levels did not correlate with any clinical, laboratory,
disease status, or therapeutic parameters (P>0.050), except tumor necrosis factor alpha
serum levels (TNF-a) (Spearman’s correlation, rho=0.382; P=0.007). YKL-40 was highly
expressed by inflammatory cells found in muscle biopsy specimens. Conclusions. High
YKL-40 serum levels were observed in patients with ASS and correlated positively with
TNF-a serum levels. However, YKL-40 serum levels did not correlate with any
demographic parameters, disease status, autoantibodies, comorbidities, or therapeutic
parameters. Moreover, YKL-40 was expressed in muscle tissues with inflammatory
cells.

Descriptors: Muscle biopsy; Inflammation; Chitinases; Inflammatory myopathy;
Myositis; Antisynthetase syndrome.



1. INTRODUCAO

1.1. Sindrome antissintetase

A sindrome antissintetase (SAS) € uma miopatia autoimune sistémica rara,
cronica, caracterizada laboratorialmente pela presenca de autoanticorpos anti-
aminoacil-tRNA sintetases (anti-ARS). Clinicamente, a SAS é caracterizada pela
presenca de miosite, artrite, doenca pulmonar, bem como a presenca de febre,
fendmeno de Raynaud e “mé&os de mecéanico” (CONNORS et al.,, 2010; WITT et al.,
2016; COJOCARU et al., 2016; CAVAGNA et al., 2019; BEHRENS PINTO et al., 2020).
Historicamente os primeiros relatos de SAS foram descritos em 1976, apds a
identificacdo do autoanticorpo anti-Jo-1 em um paciente com polimiosite e
intersticiopatia (WASICEK et al., 1984). Anos depois observaram que aminoacil-RNA
transportador sintetase (ARS) era o antigeno alvo do anticorpo anti-Jo-1 e de outros
anti-ARS (MATHEWS et al.,, 1983; TARGOFF et al., 1988). Concomitantemente a
presenca desses autoanticorpos comecou a ser associada a uma sindrome clinica
similar constituida por miosite e doenca intersticial pulmonar (MARGUERIE et al., 1990;
YOSHIDA et al., 1983). SAS foi considerada inicialmente como uma sindrome clinica
associada a dermatomiosite ou polimiosite (TARGOFF et al., 1988; MARGUERIE et al.,
1990; BERNSTEIN et al., 1984). No entanto com o0 avanc¢o dos estudos esse conceito
mudou e SAS foi definida como uma doenca distinta, com caracteristicas clinicas,
laboratoriais e histopatoldgicas especificas (MARCO et al., 2020; IMBERT-MASSEAU

et al., 2003).



1.2. Epidemiologia

Embora haja poucos estudos epidemioldgicos disponiveis na literatura, estima-se
uma incidéncia anual de miosite anti-Jo-1 positivo de 1,25 a 2,5 por milhdo de
habitantes e uma prevaléncia de 1,5/100 mil individuos (IMBERT-MASSEAU et al.,
2003). A SAS é 2 a 3 vezes mais frequente em mulheres do que em homens, tém
maiores prevaléncias na raga branca e em adultos, com a média de idade de inicio
entre 43 e 60 anos (COJOCARU et al.,, 2016; IMBERT-MASSEAU et al., 2003;

SOLOMON et al., 2011).

1.3. Fisiopatogénese

Como na maioria das doencas autoimunes sistémicas, acredita-se que a SAS
resulte de uma ruptura de tolerancia imunolégica, resultando em autorreatividade do
sistema imunolégico (HERIER et al., 2019). Postula-se de que a SAS ocorra em uma
pessoa geneticamente suscetivel exposta a fatores ambientais (MARCO et al., 2020;
IMBERT-MASSEAU et al., 2003).

Varios haplotipos HLA foram associados ao risco de miopatias autoimunes
sistémicas como, por exemplo, os HLADRB1 *0301, DQA1 *0501 e DQB1 *0201 —
aumentam o risco para o desenvolvimento de SAS com anti-Jo-1 positivo, sendo o HLA
DRB1 *03:01 visto em 73% dos europeus (COJOCARU et al., 2016; MARCO et al.,

2020; IMBERT-MASSEAU et al., 2003).



1.4. Manifestacdes clinicas

A SAS acomete diversos 6rgdos e sistemas, sendo a triade classica constituida
por: miosite, doenga pulmonar intersticial e artrite (COJOCARU et al., 2016). Tais
acometimentos raramente apresentam-se simultaneamente, sendo caracteristico da
SAS o surgimento de suas manifestacdes durante meses a anos de acompanhamento
dos pacientes (CAVAGNA et al., 2015; GONZALEZ-GAY et al., 2014, CAVAGNA et al.,
2017; BARTOLONI et al., 2017; HERVIER et al., 2013; BACCARO et al., 2020).

Em relacdo aos sintomas constitucionais, de modo geral, ocorrem em pelo menos
50% dos casos. Dentre eles os principais séo: febre, sendo esta um achado
caracteristico da SAS quando comparado com as outras miopatias autoimunes
sistémicas, fadiga, perda ponderal, como se vé na maioria das inflamacodes sistémicas.
No entanto, a perda ponderal importante e persistente deve chamar atencdo para
associacdo com processo neoplasico (HERVIER et al., 2013).

O acometimento muscular pode acontecer posteriormente a outras manifestacoes
sistémicas, tém uma prevaléncia em torno de 74% - 100% e apresenta-se de forma
variavel podendo ser desde formas sem sintomas, apenas com alteracdo de enzimas
musculares, até mialgia, hipotrofia, atrofia e fraqueza muscular (JOUNEAU et al., 2015;
SOUZA et al.,, 2013; MARIE et al., 2012). A fraqueza muscular quando presente,
geralmente, é insidiosa, proximal, bilateral e simétrica dos membros (WITT et al.,
2016). Pode também ocorrer disfagia, caracterizando pior prognostico (HERVIER et al.,
2013). Embora seja uma miopatia inflamatoria, existem casos amiopaticos, nos quais
nao apresentam alteracdes clinicas, laboratoriais ou na eletroneuromiografia (WITT et

al., 2016; HERVIER et al., 2013).



Em relacdo & avaliagdo muscular, eletroneuromiografia e ressonancia magnética
(RM) muscular podem ajudar nos casos duvidosos e a bidpsia muscular confirmar os
achados inflamatdrios no tecido muscular (COJOCARU et al., 2016; HERVIER et al.,
2013). No entanto como na SAS as caracteristicas clinicas e laboratoriais sdo tipicas a
bidpsia muscular nem sempre é necesséria (WITT et al., 2016; MESCAM-MANCINI et
al., NOGUCHI et al., 2017).

A apresentacao articular mais comum e menos grave € a poliartralgia, geralmente
de pequenas articulacdes, mas pode ocorrer poliartrite sendo esta geralmente nao
erosiva e nao deformante (MEYER et al., 2019; PARK et al., 2011; CAVAGNA et al.,
2010). Em alguns pacientes a poliartrite pode ser deformante e grave. Nesses casos, a
dosagem de fator reumatoide e de antipeptideo citrulinado ciclico pode ser util para
afastar uma possivel sobreposi¢cdo com a artrite reumatoide (HERVIER et al., 2013).

Com relacdo ao acometimento pulmonar, a intersticiopatia € o principal achado,
com prevaléncia de 77% a 89%, a qual varia principalmente com perfil de
autoanticorpos (JOUNEAU et al., 2015; MARIE et al., 2012). A intersticiopatia pode
acontecer antes do diagnéstico de SAS, ocorrer concomitantemente ou, menos
comum, aparecer durante o seguimento (JOUNEAU et al., 2015).

Os pacientes dificilmente ndo apresentam sintomas e as principais manifestagoes
incluem dispneia e tosse, podendo ainda apresentar dor tor&cica, intolerancia a
exercicios fisicos e insuficiéncia respiratoria (JOUNEAU et al., 2015; LABIRUA et al.,
2010). O quadro pulmonar pode apresentar-se de forma aguda, subaguda ou cronica
(esta pode ser assintomatica e diagnosticada através dos exames de imagem). No

quadro agudo geralmente ha tosse, febre e dispneia sendo na maioria das vezes



tratado como infeccao respiratéria. No entanto, ndo se isola nenhum micro-organismo e
ndo hé resposta a antibioticoterapia (TILLIE-LEBLOND et al., 2008).

A tomografia computadorizada de alta resolucdo € o exame padrdo ouro, nao
sendo necessaria bidpsia. Os principais padrdes tomograficos encontrados sao
infiltrados em vidro fosco e infiltrados reticulares. Histologicamente, a pneumopatia
intersticial inespecifica é o tipo mais comum (COTTIN et al., 2003; DOUGLAS et al.,
2001). A principal causa de morbimortalidade em SAS é a doenga pulmonar intersticial;
em alguns casos, pode ser a manifestacdo clinica predominante e mais grave,
apresentando um inicio rapido, evoluindo para insuficiéncia respiratoria aguda, sendo,
algumas vezes, refrataria aos tratamentos instituidos (JOUNEAU et al.,, 2015;
SCHNEIDER et al., 2017).

As demais alteracdes satélites descritas na SAS possuem poucos dados na
literatura. O fendbmeno de Raynaud, € um fenbmeno vascular presente em 50% dos
casos de SAS (JOUNEAU et al. 2015; SCHMIDT et al., 2000) e as denominadas “maos
de mecanico”, sinal classico, mas nado especifico, caracterizadas por rachaduras ou
fissuras nos coxins cutaneos digitais palmares e laterais contribuem com o diagnéstico,
principalmente nas formas amiopéticas, e relacionam-se com atividade da doenca
(SELVA-O'CALLAGHAN et al.,, 2010; YANG et al.,2008). Outras lesdes cutaneas
menos comuns como rash malar, fotossensibilidade e vasculite cutdnea podem estar
presentes na SAS (SHINJO et al., 2010).

De modo geral, as caracteristicas clinicas tipicas incluem a triade classica além
de fendbmeno de Raynaud, febre e “maos de mecéanico” (WITT et al., 2016; IMBERT-
MASSEAU et al., 2003; BORTOLANI et al., 2017). Entretanto, o diagndstico é muitas

vezes desafiador, pois nem sempre a triade classica (artrite, miosite e intersticiopatia)



esta presente no inicio do quadro (CAVGANA et al., 2017; BORTOLONI et al., 2017;
LEFEVRE et al., 2015). Além disso, a apresentagcdo clinica e o curso da doenca
diferem dependendo do autoanticorpo anti-ARS presente (SOUZA et al., 2013; ROJAS-

SERRANO et al., 2015).

1.5. Anticorpos anti-aminoacil-RNA transportador sintetases

Laboratorialmente, a SAS € caracterizada pela presenca de anti-ARS, que
incluem: anti-Jo-1 (o mais frequente), anti-PL-7, anti-PL-12, anti-OJ, anti-EJ, anti-Zo,
anti-KS e anti-Ha (HERVIER et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2017; HENGSTMAN et
al., 2004).

Os anticorpos anti-ARS, por sua vez, se dirigem contra o complexo sintetase-RNA
transportador, sendo as sintetases enzimas citoplasmaticas responsaveis por
transportar, durante a fase de translacdo da sintese proteica, 0os aminoacidos
especificos para o RNA transportador correspondente (WITT et at., 2016; KATZAP et
al., 2011). Ademais tais anticorpos estao presentes em 20% - 40% das polimiosites e
em 5% de dermatomiosite.

A presengca dos autoanticorpos anti-ARS prevé desenvolvimento de
intersticiopatia e o perfil de algumas caracteristicas clinicas da sindrome como
frequéncia e gravidade da artrite e miosite (COJOCARU et al., 2016). Por exemplo,
pacientes anti-Jo-1 positivos apresentam melhor prognéstico em relagcdo aos negativos
(ROJAS-SERRANO et al., 2015). Tal fato tem sido associado a maior frequéncia de

intersticiopatia grave em pacientes anti -Jo-1 negativos.



Outro exemplo é a forte associacdo descrita entre a presenca de PL-7 e PL-12 e
doenca pulmonar intersticial grave (SOUZA et al.,, 2013). Esse dado também é
comprovado pela necessidade de tratamentos mais agressivos nos grupos dos
pacientes “ndo anti-Jo-1" (ROJAS-SERRANO et al., 2015). A detecgédo de anticorpos
associados a miosite como o anti-Ro-52 também é possivel na SAS e confere maior
gravidade a sindrome sob ponto de vista pulmonar (BAUHAMMER et al., 2016).

O envolvimento articular na SAS € mais descrito nos individuos anti Jo-1 positivo
e esta relacionado com sobrevida maior do que aqueles sem envolvimento articular. De
forma condizente, a literatura mostra menor frequéncia e quadros mais leves de artrite
e miosite nos pacientes anti-PL-7 positivos, além de instersticiopatia sem miosite
naqueles anti-PL-12 e anti-KS positivos (HERVIER et al., 2013; ROJAS-SERRANO et
al., 2015; ROSA et al., 2014).

Ja o envolvimento muscular resistente a glicocorticoides, com alto risco de
recidivas a curto e longo prazo sdo mais frequentes em pacientes anti-Jo-1 positivo

(CAVAGNA et al., 2015; CAVAGNA et al., 2017; BARTOLONI et al., 2017).

1.6. Diagnostico e classificagao

Ndo existe ainda um critério classificatério validado para SAS, sendo uma
necessidade relevante dentro do tema a validagdo de um critério satisfatorio
(CAVAGNA et al., 2018). Até o momento, os critérios classificatorios mais utilizados
nos estudos sdo os de Connors et al. no qual o paciente com SAS deve ter: um

anticorpo anti-ARS associado a pelo menos uma das caracteristicas a seguir: miosite,



artrite, pneumopatia intersticial, fenomeno de Raynaud, febre persistente e inexplicada
ou “maos de mecanico” (CONNORS et al., 2010).

Outros trés critérios classificatorios disponiveis na literatura sdo o de Solomon et
al. (SOLOMON et al., 2011), Cavagna et al. (CAVAGNA et al., 2019) e Behrens Pinto et
al. (BEHRENS PINTO et al., 2020). Solomon et al. consideram como critérios maiores a
presenca de miosite ou doenca intersticial pulmonar e como critérios menores a
presenca de artrite, fendmeno de Raynaud ou “maos de mecanico”. Para a defini¢cdo de
SAS é necessaria a presenca do anticorpo anti-ARS mais dois critérios maiores ou um
maior e dois menores. Cavagna et al. (CAVAGNA et al., 2019) classificam os pacientes
em SAS completa e incompleta, sendo necessério para inclusdo a presenca do
anticorpo anti-ARS e pelo menos um achado da triade classica. Quando apresenta
todas as manifestacdes da triade classica é classificada como completa, se houver
apenas uma ou duas das manifestagfes é classificada como incompleta. Behrens Pinto
et al. (BEHRENS PINTO et al., 2020), por sua vez, utilizaram como critério a presenca
de autoanticorpo anti-ARS e pelo menos duas das trés manifestacfes principais da
doenca: envolvimento muscular, articular e/ou pulmonar. Além disto, a presenca de
pelo menos um dos seguintes itens: “maos de mecéanico”, fenébmeno de Raynaud, febre

de origem indeterminada.

1.7. Outros marcadores

Os autoanticorpos miosite-especificos sao valiosos biomarcadores séricos para o

diagnostico, classificagdo e progndéstico dos pacientes com miopatias autoimunes



sistémicas. No entanto, ainda ndo h& um biomarcador sérico estabelecido que se
relacione com fisiopatogénese, diagndéstico e atividade de doenga em SAS.

Dentro deste contexto, estudos estdo sendo realizados correlacionando a
concentracao seérica de diversas citocinas, como por exemplo, IFNy, IL-1a e IL-1b, IL-6,
IL-15, IL-17,IL-18, TGFB e TNFa nesses pacientes, com quadro clinico, laboratorial,
evolutivo e terapéutico (BEHRENS PINTO et al., 2020; LUNDBERG et al., 1997; GONO
et al.,2014).

Em SAS, nota-se que a evolucao para fibrose, tanto pulmonar quanto muscular,
acarreta em desfechos desfavoraveis, dentro dos diversos biomarcadores envolvidos
com fibrose e estudados na literatura podemos atentar para a glicoproteina quitinase
(YKL-40) ja descrita em algumas doencas, dentre elas a esclerose sistémica e artrite
reumatoide (LA MONTAGNA et al.,, 2003; NORDENBAEK et al., 2005; JOHANSEN et
al., 1999; JAFARI-NAKHJAVANI et al., 2019; VAANANEN et al., 2017; PELTOMAA et

al., 2003).

1.8. Tratamento

Por se tratar de uma doenca rara, o tratamento de SAS baseia-se em relatos e
séries de casos ou em ensaios clinicos com um numero pequeno de pacientes
envolvidos (WITT et al.,, 2016; FASANO et al., 2017). Embora ndo haja estudos
controlados e randomizados, o glicocorticoide continua sendo a terapia de primeira
linha para SAS (DALAKAS et al., 1993; JOFFE et al., 1993). Como poupadores dessa

medicagao e para evitar recorréncia dos sintomas durante o desmame, preconiza-se 0
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uso de diversos imunossupressores ou imunomoduladores, tais como metotrexato,
micofenolato de mofetila, azatioprina, leflunomida, tacrolimo, ciclofosfamida,
ciclosporina, rituximabe e imunoglobulina intravenosa humana (WITT et al., 2016;
DALAKAS et al., 1993).

Até o momento ndo existem métricas especificas para avaliar atividade de doenca
em SAS, dessa forma extrapolamos os instrumentos para avaliacdo clinica validados
pelo IMACS para avaliacdo das miopatias autoimunes sistémicas (RIDER et al., 2003;
RIDER et al., 1997; HARRIS-LOVE et al., 2009; MILLER et al., 2001; BRUCE et al.,
2003).

Também nédo ha critérios validados para avaliar a resposta clinica, o tempo de uso
das medicacbes e reducao dessas medicagdes nos casos dos pacientes com a doenca

em remissao.

1.9. Proteina 1 similar a quitinase-3

A proteina 1 similar a quitinase-3 ou YKL-40 é uma glicoproteina humana de
aproximadamente 40kDa, recebe esse nome devido a sua estrutura similar a quitinase,
enzima responsavel por clivar a quitina, presente em fungos e insetos e o nome YKL-
40 é derivado de 3 aminoacidos terminais: Y/Tyr/tirosina, K/Lys/lisina, L/Leu/leucina.
Nos seres humanos ndo tém atividade enzimética e & secretada principalmente por
macroéfagos e neutrofilos (HAKALA et al., 1993; DE CEUNINK et al., 2011). A YKL-40
tem suas func¢des parcialmente conhecidas e tem sido associada a diversos processos
fisioldgicos, como inflamacéao, proliferacéo celular, angiogénese, fibrose e remodelacéo

tecidual, entre outros (LEE et al., 2011). YKL-40 também participa de uma ampla gama
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de respostas inflamatorias, incluindo a estimulacdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias (por exemplo, IL-6, IL-18 e TNF-a), que sdo capazes de aumentar 0s
niveis séricos de YKL-40 como mecanismo de feedback (PRAKASH et al., 2013;
KAZAKOVA et al., 2017).

Elevada concentracéo sérica de YKL-40 foi descrita na osteoartrite (HUANG et al.,
2009) e em varias doencas autoimunes sistémicas, como artrite reumatoide
(JOHANSEN et al., 1999; JAFARI-NAKHJAVANI et al., 2019; VAANANEN et al., 2017;
PELTOMAA et al.,, 2001), arterite de células gigantes (JOHANSEN et al., 1999),
esclerose sistémica (LA MONTAGA et al., 2003; NORDENBAEK et al., 2005), arterite
de Takayasu (SUN et al., 2019) e miopatias autoimunes sistémicas (HOZUMI et al.,

2017; GAO et al., 2019; JIANG et al., 2019).

Neste contexto, Hozumi et al. (HOZUMI et al., 2017) mostraram alta concentracao
sérica de YKL-40 em pacientes com dermatomiosite e polimiosite com doenca
pulmonar intersticial associada. A YKL-40 foi associada ao pior prognéstico e
encontrou-se expressa sobretudo pelos macréfagos alveolares e células epiteliais
brénquicas. Gao et al. (GAO et al., 2019) também observaram alta concentracéo sérica
de YKL-40 em pacientes com dermatomiosite e polimiosite, e essas concentracdes
correlacionaram-se de uma forma positiva com intersticiopatia, atividade/gravidade da
doenca. Ja Jiang et al. (JJANG et al., 2019) observaram uma correlagdo positiva entre
as concentracdes de YKL-40 e pacientes com dermatomiosite clinicamente amiopética
e anti-MDA-5 positivo, especialmente naqueles com doenca pulmonar intersticial grave.

Dessa forma, até o momento ndo existem estudos avaliando as concentragfes

séricas de YKL-40 em pacientes com SAS, nem a avaliacdo da expressdo dessa
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glicoproteina nos tecidos musculares desses pacientes, ademais essa glicoproteina

nunca foi descrita previamente em bidpsias musculares em miopatias inflamatorias.
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2. JUSTIFICATIVAS

Sabe-se que SAS é uma doenca rara, com caracteristicas distintas das demais
miopatias autoimunes sistémicas, elevada morbimortalidade, descrita recentemente e
por isso com escassez de dados na literatura. Dessa forma a identificagdo de
biomarcadores que possam ser Uteis para melhor compreensao da fisiopatogénese e
elucidacdo diagndstica € um importante avanco dentro do tema SAS.

A YKL-40 parece desempenhar um papel importante na perpetuacéo da atividade
pro-fibrética e estar envolvida na patogénese das miopatias inflamatorias autoimunes
(PRAKASH et al., 2013; HOZUMI et al., 2017; GAO et al., 2019; JIANG et al., 2019).

Entretanto, essa glicoproteina nunca foi investigada em pacientes com a SAS.
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3. OBJETIVOS

Primarios:

- Avaliar a concentracéo sérica de YKL-40 de pacientes com SAS;

Secundario:

- Correlacionar a concentracdo sérica de YKL-40 com os parametros demogréficos,

clinicos, laboratoriais, status de doenca e tratamento de pacientes com SAS;

- Analisar a expressao da YKL-40 em amostras de tecidos musculares desses

pacientes.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, unicéntrico, realizado no periodo entre 2017 e
2019, no qual foram incluidos 64 pacientes adultos com SAS, em acompanhamento
regular no Servico de Reumatologia, Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de ética local (numero:
93517218.8.0000.0068), e todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

4.2. Grupo controle

Os pacientes com SAS foram comparaveis para idade e pareados por sexo e
etnia para individuos controles saudaveis. Esses individuos eram familiares dos
pacientes, funcionarios da presente instituicio (HCFMUSP/SP) ou acompanhantes dos
pacientes. Todos os exames laboratoriais foram realizados no grupo controle e as

entrevistas foram realizadas, exceto aquelas relacionadas aos dados da doenca.

4.3. Critérios deinclusao

Embora ainda ndo haja critérios classificatorios validados, todos os pacientes

preencheram os critérios classificatorios de SAS propostos por Behrens Pinto et al.
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(BEHRENS PINTO et al., 2020) os quais se baseiam nos critérios de Connors porém
com algumas modificacdes a fim de aumentar a especificidade. Dessa forma os
pacientes incluidos apresentavam pelo menos duas das trés manifestaces:
envolvimento muscular, envolvimento pulmonar e/ou articular, além de febre
persistente, fendmeno de Raynaud e/ou “m&os de mecénico”. Laboratorialmente, todos
apresentavam um dos autoanticorpos anti-ARS (CONNORS et al.,, 2010; BEHRENS

PINTO et al., 2020).

4.4.Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes com outras doenc¢as autoimunes sistémicas (sindrome
de sobreposicéo), asma, sarcoidose, infec¢cdo cronica ou aguda, miosites associadas
as neoplasias, gestantes e pacientes com comorbidades graves ou ndo controladas

(por exemplo, doenca hepatica, nefropatia e doenca cardiaca).

45. Métodos

Os pacientes avaliados foram submetidos a uma entrevista padronizada e 0s

seguintes dados foram coletados:

a) Dados demograficas: sexo, idade atual, etnia;

b) Dados clinicos: duracdo da doenca, inicio da doenca, envolvimento muscular,
articular, pulmonar, fenbmeno de Raynaud, febre e “m&os de mecanico’,
comorbidades, tratamentos (glicocorticoides, imunossupressores e

imunomoduladores);



c)

d)
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Dados laboratoriais: concentracdo sérica de creatinofosfoquinase (CPK, referéncia:
26-192 U/L), desidrogenase lactica (DHL, 135-214 U/L), aspartato
aminotransferase (AST, <31 U/L) e alanina aminotransferase (ALT, <31 U/L);

O status da doenca (clinico e laboratorial) foi avaliado aplicando-se o0s seguintes
questiondrios e pontuacbes do International Myositis Assessment na Clinical
Groups Study (IMACS): Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue
Scales (MYOACT) o qual avalia tanto a parte muscular como dominios
extramusculares sendo que cada dominio recebe uma pontuacao varia de 0 a 10
(zero sem atividade e 10 doenca muito ativa) e posteriormente a somatoéria desses
dominios é dividida por 60 (RIDER et al., 2003; RIDER et al., 1997), Manual Muscle
Testing 8 (MMT-8) para avaliacdo da forca muscular (de 0 a 10) em 8 grupos
musculares , pode variar de 0 a 80, sendo “zero” auséncia de movimento; e 10 o
musculo permanece na posicado mesmo aplicando-se uma pressao intensa (RIDER
et al., 2003; HARRIS-LOVE et al., 2009), avaliacao geral da doenca pelo médico e
paciente por meio de uma escala visual analdgica (EVA) que pode variar de 0 (sem
evidéncia de atividade da doenca) até 10 (atividade de doenca) (MILLER et al.,
2001; BRUCE et al., 2003) e Health Assessment Questionnaire (HAQ) questionario
que varia de 0 (sem atividade de doenca) até 3,00 (limitagcdo/doenca em atividade)
(BRUCE et al., 2003);

Avaliagdo muscular: o envolvimento muscular foi definido como a presenca de
fragueza muscular proximal e progressiva dos membros, aumento das
concentragbes séricas de enzimas musculares (por exemplo: CPK),
eletroneuromiografia mostrando um padrdo miopatico e/ou bidépsia muscular

sugestiva de uma miopatia inflamatoria;
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h)
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Avaliacao articular: o envolvimento articular foi definido como artrite ou artralgia,
nao deformante e ndo erosiva,;

Avaliacdo pulmonar: foi definido envolvimento pulmonar paciente com queixas
clinicas e alteracbes em tomografia computadorizada de térax de alta resolucao
(TCAR). Os seguintes parametros foram avaliados: pneumopatia incipiente,
opacidades em vidro fosco com ou sem bronquiectasia, nédulos pulmonares e
fibrose pulmonar (areas em favo de mel) (CONNORS et al., 2010; DEBRAY et al.,
2015; WASEDA et al., 2016). As TCARs foram realizadas seis meses antes até
seis meses apds o periodo em que os individuos foram incluidos no estudo.
Quando possivel, a avaliagdo pulmonar foi complementada pela prova de funcao
pulmonar, considerando o volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF1),
capacidade vital forcada (CVF), relacdo VEF1/CVF e capacidade de difusdo do
mondxido de carbono (DLCO);

Identificacdo de autoanticorpos anti-ARS: anti-Jo-1, anti-EJ, anti-OJ, anti-PL-7, anti-
PL-12, e também anti-Ro-52 (kit de teste Myositis Profile Euroline Blot, Euroimmun,
Libeck, Alemao). A avaliacdo foi realizada de acordo com métodos previamente
estabelecidos (CRUELLAS et al., 2016). Os padrdes imunoldgicos avaliados foram
anticorpos antinucleares (ANA) detectados por técnica de imunofluorescéncia

indireta utilizando células Hep-2 como substrato.

Analise de citocinas

Imediatamente apdés a coleta do sangue (< 30 minutos), o material foi

centrifugado a 3000 rpm por 10 min, e os soros aliquotados e armazenados a - 80°C
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para posterior andlise das citocinas. A quantificacdo do YKL-40 foi realizada por meio
de um kit especifico (kit Human CHI3L1 ELISA, RayBiotech, EUA) e processada de
acordo com o protocolo do fabricante. O interferon (IFN)-y e o TNF-a foram realizados
usando o LUMINEX 200x, xMAP, Technology (Millipore, EUA), conforme ja descrito na
literatura (SADA et al., 2006).

Além disso, a expressao e a localizacdo do YKL-40 foram avaliadas em tecidos
musculares de cinco pacientes com SAS, cujas bidpsias musculares foram realizadas
no musculo vasto lateral no momento do diagnéstico (investigacdo clinica). Cortes
congelados sequenciais de 5 pm de espessura foram primeiro corados pela
hematoxilina-eosina (HE) e, em seguida, foi realizada a imuno-histoquimica. Para a
analise imuno-histoquimica, foram utilizados anticorpos monoclonais (CD4, CD8, CD68
e YKL-40; Abcam, EUA). Amostras congeladas foram fixadas por 10 min em acetona a
4 °C. A peroxidase endogena foi bloqueada com H202 a 1% em metanol absoluto trés
vezes por 10 min. Apés lavagem em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS 0,01
M, pH 7,4) por 5 min, as amostras foram incubadas em soro fetal em camara umida por
1 hora a 37 °C. Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS e albumina de soro
bovino a 1% aplicada em camara umida a 37 °C. Em seguida, as laminas foram
lavadas em PBS, o anticorpo secundario biotinilado (StreptABComplex/HRP) foi
aplicado por 30 min a 37 °C e enxaguado em PBS. Em seguida, o complexo
StreptABComplex/HRP preparado foi aplicado e incubado durante 30 min a 37 °C.
Posteriormente a lavagem em PBS, as rea¢fes foram visualizadas ap0s incubagéo
com uma solucédo de substrato cromogénico (3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto)

para peroxidase. Apos uma lavagem final, foi realizada a contra-coloragdo com
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hematoxilina. As laminas foram montadas e cobertas com um meio de montagem de
base aquosa. As preparacbes de todas as amostras de musculo foram feitas ao
mesmo tempo como um lote. A amigdala humana foi usada como controle positivo. A
fenotipagem de células inflamatérias (CD4, CD8, CD68) foi analisada nas areas de
endomisio, perimisio, perivascular (endomisio e perimisio) em 10 campos diferentes

(aumento 200x).

4.7. Anédlise estatistica

Para avaliar a distribuicdo de cada parametro foi usado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. As caracteristicas clinicas e demogréficas foram expressas como média +
desvio padrdo (DP) para variaveis continuas que tiveram distribuicAo normal e como
frequéncias e porcentagens (%) para variaveis categoricas. A mediana (interquartil
25% - 75%) foi calculada para as varidveis continuas que nao tiveram distribuicao
normal. As comparagdes entre os parametros do grupo SAS e do grupo controle foram
feitas usando o teste de Mann-Whitney e o teste t-Student para variaveis continuas,
enguanto o teste exato de Fisher ou o teste do qui-quadrado foram usados para avaliar
as variaveis categoricas. A correlacao (rho) entre os parametros foi analisada usando a
correlacdo de Spearman. Consideramos valores fracos entre O e + 0,333; moderado
entre + 0,333 e + 0,666; e forte entre + 0,666 e + 1,000. A relacdo entre os valores de
YKL-40 e outras variaveis (identificadas como presenca ou auséncia de determinada
caracteristica) foi realizada por meio do teste t de Student. Para analisar os fatores que
juntos poderiam influenciar nas concentragdes de YKL-40, foi realizada uma regressao

multipla considerando todas as variaveis com valor de P < 0,10 como explicativas e o
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valor de YKL-40 como dependentes. Um valor de P < 0,05 foi adotado para indicar
significAncia estatistica. Todas as analises foram realizadas com o software estatistico

SPSS 22.0 (IL, Chicago, EUA).
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5. RESULTADOS

Sessenta e seis pacientes com SAS foram inicialmente incluidos no presente
estudo. Dois pacientes foram excluidos: um por sobreposi¢cdo e outro por miosite
associada a neoplasia. Ndo houve pacientes com infeccdo aguda ou crbnica, gravidas
ou com comorbidades graves e descompensadas. Portanto, 64 pacientes com SAS
foram avaliados, comparados por idade e pareados por sexo e etnia com 64 controles

saudaveis (FIGURA 1).

FIGURA 1 - Fluxograma dos individuos incluidos no presente estudo

Elegiveis:
66 pacientes com SAS

64 controles saudaveis

Pacientes:

e Sindrome de sobreposicao (n=1)

e Infeccdes agudas ou crénicas (n=0)

e Miosites associadas as neoplasias (n=1)

e Comorbidades graves ou descompensadas (n=0)

Incluidos: |
64 pacientes com SAS |
64 controles saudaveis

e AN

Grupo SAS | ‘ Grupo controle |

SAS: sindrome antissintetase.
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A média de idade dos 64 pacientes com SAS e dos 64 individuos controle foi de
44,8 + 11,8 anos e 42,6 £ 10,4 anos, respectivamente (P = 0,278), com predominancia
do sexo feminino (73,4%) e etnia branca (82,8%) em ambos o0s grupos. A mediana da
duracéo da doenca foi de 1,5 (0,0 - 4,0) anos.

As manifestagdes clinicas iniciais e cumulativas dos pacientes com SAS estédo
apresentadas na TABELA 1. As manifestacdes clinicas cumulativas foram
envolvimento muscular (95,3%), seguido de envolvimento articular (92,2%) e pulmonar
(89,1%). As “maos de mecanico”, fendbmeno de Raynaud e febre estavam presentes

em 89,1%, 78,1% e 71,9% dos casos, respectivamente.



24

TABELA 1 - Manifestagdes clinicas cumulativas, painéis de autoanticorpos,
concentracfes séricas iniciais de creatinofosfoquinase, comorbidades e habitos dos

pacientes com sindrome antissintetase

Parametros n=64
Manifestacdes clinicas cumulativas
Envolvimento muscular 61 (95,3)
Envolvimento articular 59 (92,2)
Envolvimento pulmonar 57 (89,1)
Vidro fosco 46 (71,9)
Pneumopatia incipiente 40 (62,5)
Fibrose pulmonar 14 (21,9)
Noédulos pulmonares 11 (17,2)
“Maos de mecanico” 57 (89,1)
Fendmeno de Raynaud 50 (78,1)
Febre 46 (71,9)
Painel de autoanticorpos
FAN 52 (81,3)
Anti-Ro-52 28 (43,8)
Anti-RNA transportador sintetase 64 (100)
Anti-Jo-1 52 (81,3)
Anti-PL-12, anti-PL-7 ou anti-EJ 12 (18,7)
Anti-OJ 0
Creatinofosfoquinase inicial (U/L) 3015 (632-8463)
Comorbidades
Hipertenséo arterial sistémica 22 (34,4)
Diabetes mellitus 12 (18,8)
Hipotireoidismo 34,7
Infarto agudo do miocardio 34,7
Acidente vascular encefalico 1(1,6)
Habitos
Tabagismo atual 7 (10,9)
Tabagismo prévio 11 (17,2)

Dados apresentados em média * desvio padrdo, mediana (25% - 75%) ou frequéncia (%).

SAS: sindrome antissintetase.
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Em relacdo aos resultados laboratoriais, todos o0s pacientes apresentavam
autoanticorpos anti-ARS, enquanto 81,3% e 43,8% dos pacientes apresentavam,
respectivamente, FAN e anti-Ro-52. Além disso, no inicio da doenca, a concentracao
média inicial de CPK era 3015 (632 - 8463) U/L.

Presenca de hipertensdo arterial sistémica foi observada em 34,4% dos
pacientes, enquanto que diabetes mellitus em 18,8% dos pacientes, hipotireoidismo
compensado em 4,7% dos pacientes, infarto agudo do miocardio em 4,7% dos
pacientes e acidente vascular cerebral em 1,6% dos pacientes. O tabagismo atual e
prévio foi observado, respectivamente, em 10,9% e 17,2% dos pacientes com SAS
(TABELA 1).

O status atual da doencga, quando os pacientes foram incluidos neste estudo, esta
apresentado na TABELA 2. Em geral, o valor médio do MMT-8 foi 78 (71 - 80), EVA do
paciente de 4,0 (2,0 - 6,0), EVA do médico de 3,0 (0 - 5,0), MYOACT de 0,1 (0,0 - 0,2)
e HAQ de 0,67 (0,13 - 1,38), com concentracdo sérica relativamente baixa de enzimas
musculares.

Avaliacdes de tomografia computadorizada de tdérax mostraram que mais da
metade dos pacientes apresentavam evidéncias de doenca pulmonar incipiente
(62,5%) e lesbes em ‘“vidro fosco” (71,9%), e aproximadamente um quinto dos
pacientes apresentavam evidéncias de fibrose pulmonar (21,9%).

Em relacdo aos testes de funcéo pulmonar, 39 pacientes realizaram o exame, e a
mediana da CVF foi de 62,5 (48,0 - 73,5)%, VEF1 de 64 (49 - 77)%, a relacdo
VEF1/CVF de 0,90 (0,93 - 1,08) e DLCO de 61,0 (37,8 - 73,0)%.

Analisando o tratamento, 71,9% dos pacientes estavam em uso de

glicocorticoide, com mediana de prednisona na dose de 10 (0 - 40) mg/dia. Além disso,
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47 (73,4%) pacientes estavam usando drogas imunossupressoras/imunomoduladores
(por exemplo: azatioprina, metotrexato, micofenolato de mofetila, ciclofosfamida,

ciclosporina e/ou leflunomida) e 16 (25,0%) estavam usando rituximabe (TABELA 2).

TABELA 2 - Status da doenca, envolvimento pulmonar e tratamento dos pacientes

com sindrome antissintetase

SAS (N=64) Controle (N=64) P
Escore de IMACS
MMT-8 (0-80) 78 (71-80) - -
EVA paciente (0-10) 4,0 (2,0-6,0) - -
EVA médico (0-10) 3,0 (0,0-5,0) - -
MYOACT (0-60) 0,1 (0,0-0,2) - -
HAQ (0,00-3,00) 0,67 (0,13-1,38) - -
CPK (26-192 U/L) 208 (98-597) 106 (78-161) <0,001
DHL (135-214 U/L) 352 (243-590) 346 (312-345) 0,937
AST (<31 U/L) 24 (17-37) 20 (16-23) 0,009
ALT (<31 U/L) 24 (16-57) 18 (13-25) 0,030
Envolvimento pulmonar
Vidro fosco 46 (71,9) - -
Pneumopatia incipiente 40 (62,5) - -
Fibrose pulmonar 14 (21,9) - -
CVF (% previsto), n=39 62,5 (48,0-73,5) - -
VEF1 (% previsto), n=39 64 (49-77) - -

VEF1/CVF, n=39
DLCO:2 (% previsto), n=39

0,90 (0,93-1,08)
61,0 (37,8-73,0)

Tratamento

Prednisona
Uso atual 46 (71,9) - -
Dose (mg/dia) 10 (0-40) - -
Imunossupressores/imunomoduladores 47 (73,4) - -
Azatioprina 23 (35,9) - -
Micofenolato de mofetila 11 (17,2) - -
Metotrexato 14 (21,9) - -
Antimalaricos 4 (6,3) - -
Leflunomida 2(3,1) - -
Ciclosporina 3(4,7) - -

Ciclofosfamida

1(1,7)
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Rituximabe 16 (25,0) - -
Citocinas
YKL-40 (pg/mL) 538,4 (363,4-853,1)  270,0 (201,8-451,9) <0,001
IFNy (pg/mL) 0,02 (0,00-1,89) 0,02 (0,00-0,17) 0,876
TNFa (pg/mL) 48,4 (31,0-66,3) 39,6 (29,3-49,0) 0,011

Dados apresentados em média + desvio padrdo, mediana (25% - 75%) ou frequéncia (%).

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; CPK: creatinofosfoquinase; CVF:
capacidade vital forcada; DHL: desidrogenase lactica; DLCO2: Diffusion lung capacity for carbon
monoxide; HAQ: Health Assessment Questionnaire; MMT: Manual Muscle Testing; VEF1: volume
expiratério forcado no primeiro segundo; MYOACT: Myositis Disease Activity Assessment Visual
Analogue Scales; EVA: escala visual analdgica; SAS: sindrome antissintetase.

As concentracdes séricas de YKL-40 foram maiores nos pacientes com SAS,
guando comparados ao grupo controle: 538,4 (363,4 - 853,1) pg/mL versus 270,0
(201,8 - 451,9) pg/mL, respectivamente; P < 0,001 (TABELA 2). Além disso, um
aumento da concentracdo sérica de TNF-a foi observado em pacientes com SAS em
comparacao ao grupo controle: 48,4 (31,0 - 66,3) pg/mL versus 39,6 (29,3 - 49,0)
pg/mL; P = 0,011. A concentracao sérica de IFN-y foi comparavel em ambos 0s grupos.

Em relacdo aos parametros demograficos, clinicos, laboratoriais, de tratamento e
de comorbidade, os niveis séricos de YKL-40 tiveram correlacdo com a idade dos
pacientes (rho = 0,294; P = 0,040), TNF-a (rho = 0,382; P = 0,007) euma associacao
com o uso atual de prednisona (P = 0,047) - TABELAS 3 e 4. Porém, na analise
multivariada, apenas as concentracbes de TNF-a tiveram de forma independente fator

significativo para predizer os valores de YKL-40 (TABELA 5).
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TABELA 3 - Correlacdo entre as concentracdes séricas de YKL-40 e os parametros
demograficos, clinicos, laboratoriais e pulmonares, status de doenca, comorbidades de

pacientes com sindrome antissintetase

Parametros rho P
Parametros demograficos
Idade 0,294 0,050
Parametros clinicos
Febre 0,070 0,631
Fendbmeno de Raynaud 0,144 0,324
“Maos de mecénico” -0,045 0,757
Envolvimento muscular -0,219 0,131
Envolvimento articular -0,190 0,192
Parametros laboratoriais
Fator antinuclear -0,150 0,302
Anti-Ro-52 0,006 0,969
Anti-Jo-1 -0,054 0,714
Anti-PL-7 0,206 0,157
Anti-PL-12 0,032 0,829
Anti-EJ -0,219 0,131
Anti-OJ - -
TNF-a 0,382 0,007
IFN-y 0,125 0,125
Envolvimento pulmonar
Vidro fosco -0,070 0,630
Pneumopatia incipiente -0,123 0,401
Fibrose pulmonar 0,204 0,160
CVF (%) 0,018 0,930
VEF1 (%) 0,089 0,667
VEF1/CVF -0,066 0,758
DLCO:2 (%) 0,533 0,091
Status da doenca
Manual muscle testing-8 (MMT-8) 0,037 0,801
Escala visual analégica do paciente -0,173 0,239
Escala visual analégica do médico -0,234 0,110
MYOACT -0,077 0,614
Health assessment questionnaire (HAQ) 0,166 0,266
Creatinofosfoquinase 0,131 0,371
Desidrogenase lactica 0,138 0,460
Aspartato aminotransferase 0,033 0,854
Alanina aminotransferase 0,034 0,866
Tratamento
Prednisona
Uso atual 0,217 0,139

Dose (mg/dia) 0,193 0,190
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Azatioprina 0,012 0,935
Micofenolato de mofetila -0,011 0,939
Metotrexato 0,138 0,345
Leflunomida 0,010 0,945
Ciclosporina -0,131 0,369
Ciclofosfamida -0,061 0,676
Rituximabe -0,215 0,137
Antimalaricos -0,022 0,881
Comorbidades
Hipertensao arterial sistémica 0,237 0,101
Diabetes mellitus 0,025 0,866
Hipotireoidismo 0,182 0,210
Infarto agudo do miocardio 0,020 0,889
Acidente vascular encefalico -0,102 0,485

CVF: capacidade vital forcada; DLCO2: difusdo de dioxido de carbono; IFN: interferon; MYOACT:

Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue Scales; TNF: tumor necrosis factor; VEF1: volume

expiratdrio final no primeiro segundo.
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TABELA 4 - Relacédo entre as concentracdes séricas de YKL-40 e outras variaveis

(demogréficas, clinicas, laboratoriais, parametros pulmonares, atividade de doenca e

comorbidades) de pacientes com sindrome antissintetase

Variavel ausente Variavel presente P
n média + DP n média + DP

Dados demograficos

Sexo feminino 11 691,3+461,0 53 628,5+363,6 0,658

Caucasianos 17 793,2+468,2 47 572,5+316,7 0,111
Parametros clinicos

Febre 18 579,4+343,8 46 664,3+394,0 0,484

Fendmeno de Raynaud 14 536,6+361,8 50 677,4+382,7 0,255

“Maos de mecanico” 7 658,6+334,6 57 637+389,2 0,891

Envolvimento muscular 3 980,2+178,7 61 625,6+£379,2 0,198

Envolvimento articular 5 973,5£602,1 59 610,4+£347,5 0,066
Parametros laboratoriais

Fator antindcleo 12 685,7+303,5 52 628,4+398,4 0,674

Anti-Ro-52 35 663,9+406,5 28 638,5+348,0 0,818

Anti-Jo-1 11 728,4+455,9 53 617,4+359,7 0,414

Anti-PL-7 60 619,1+377,6 4 876,1+351,5 0,197

Anti-PL-12 60 627,2+360,9 4 784,8+595,5 0,431

Anti-EJ 61 653,7+380,8 3 320,4452,2 0,227
Envolvimento pulmonar

Vidro fosco 18 658,2+348,1 46 634,2+392,6 0,851

Pneumopatia incipiente 24 695,9+387,1 40 607,6+376,4 0,437

Fibrose pulmonar 50 586,2+335,7 14 826,2+471,8 0,063
Tratamento

Prednisona (uso atual) 17 483,3+222,6 46 684,2+406,3 0,047
Imunosupressores/biolégicos

Azatioprina 43 618,9+354,7 21 676,5+425,2 0,613

Micofenolato de mofetila 54 648,4+383,8 10 603,1+375,2 0,750

Metotrexato 52 606,3+£338,1 12 790,3£521,9 0,337

Leflunomida 62 642,1+382,5 2 544,00 0,801

Ciclosporina 62 650,8+381,1 2 388,7+272,8 0,343

Ciclofosfamida 63 644,0+381,8 1 451,90 0,621

Rituximabe 48 690,0+364,8 16 537,0+397,9 0,188
Antimalarico 61 645,3+385,8 3 516,7+91,7 0,643
Comorbidades

Hipertenséo arterial sistémica 42 590,4+379,9 22 742,5+366,9 0,190

Diabetes mellitus 52 645,1+395,0 12 610,0+283,2 0,823

Hipotireoidismo 61 628,0+381,0 3 922,5+205,8 0,286

Infarto agudo do miocardio 61 641,6+382,6 3 567,240 0,848

Acidente vascular encefalico 63 645,2+381,0 1 391,60 0,513

DP: desvio padrao
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Erro Minimo Maximo
Coeficiente P
padréo IC 95% IC 95%
(Constante) 374,3 105,6 161,6 587,0 0,001
Nivel de TNFa 5,4 1,8 1,7 9,0 0,005

R?=0163

IC: intervalo de confianca

Quanto a analise imuno-histoquimica, a YKL-40 estava expressa em tecidos

musculares com a presenca de células inflamatdrias linfomonocitarias e nao se

mostrou expressa em tecidos sem infiltrado inflamatério (controle negativo). A FIGURA

2 ilustra a expressao da YKL-40 em biépsia muscular de um paciente com SAS e a

biépsia de outro paciente com SAS controle negativo.
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FIGURA 2 - Expressdo de YKL-40 em tecidos musculares de paciente com sindrome

antissintetase

Reacédo de imunohistoquimica positiva para (A) YKL-40, (B) YKL-40 *; D) CD68, (E) CD4, e (F) CD8. A
ampliacao é 200x ou 400x *. Como controle negativo (C), um paciente com sindrome antissintetase, sem
nenhum infiltrado inflamatorio.
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6. DISCUSSAO

Este estudo € o primeiro a identificar a relevancia da YKL-40 em pacientes com
SAS. Concentracdes séricas elevadas de YKL-40 foram observadas em pacientes com
SAS e correlacionaram-se positivamente com os niveis séricos de TNF-a. Além disso,
YKL-40 foi expressa apenas em tecidos musculares com a presenca de células
inflamatérias.

Embora a SAS seja uma doenca rara, critérios rigidos de inclusdo foram usados
neste estudo para aumentar a especificidade na selecdo desses pacientes. Nesse
contexto, foi incluida uma amostra significativa, comparavel por idade e pareada para
sexo e etnia com individuos saudaveis, permitindo maior acuracia nos desfechos
comparativos. Por fim, as informacbes dos pacientes foram baseadas em dados
parametrizados e pré-padronizados, garantindo dados confiaveis do estudo.

Sabe-se que a alta expressdo da YKL-40 é descrita na patogénese de uma série
de doencas, e sua utilidade como biomarcador tem sido objeto de diversos estudos (LA
MONTAGNA et al., 2003; NORDENBAEK et al., 2005; JOHANSEN et al., 1999;
JAFARI-NAKHJAVANI et al., 2019; VAANANEN et al., 2017; PELTOMAA et al., 2003;
HOZUMI et al., 2017; GAO et al., 2019; JIANG et al., 2019; HUANG et al., 2009; SUN
et al., 2019). Biologicamente, foi demonstrado que o YKL-40 é capaz de estimular a
angiogénese e uma ampla gama de respostas, como inflamac&o, remodelacédo de
tecidos e alergia. Essas respostas sao frequentemente mediadas por outras citocinas
(por exemplo, IL-6, IL-18 e TNF-a), que s&o capazes de regular a secre¢ao de YKL-40

(PRAKASH et al., 2013; KAZAKOVA et al., 2017).
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O YKL-40 foi descrito raramente em estudos de miopatias autoimunes sistémicas
(HOZUMI et al., 2017; GAO et al., 2019; JIANG et al., 2019). Hozumi et al. mostraram
niveis séricos elevados de YKL-40 em pacientes com dermatomiosite e polimiosite com
doenca pulmonar intersticial associada e YKL-40 associou-se a pior prognostico. Além
disso, os autores correlacionaram os niveis de YKL-40 negativamente com DLCO e
pressdo arterial de oxigénio (PaO2) e encontraram alta expressao de YKL-40 em
macréfagos alveolares e células epiteliais brénquicas. Notavelmente, os autores
observaram que 42% de seus pacientes apresentavam autoanticorpos anti-ARS
positivos. Portanto, os autores puderam incluir pacientes com SAS e nao
necessariamente casos de dermatomiosite e polimiosite com doenca pulmonar
intersticial associada. Além disso, 0s autores incluiram pacientes com miosite
associada a neoplasias. Essas variaveis podem ter corroborado a correlacdo entre o
YKL-40 e a atividade doenca/prognéstico. Ademais, nao avaliaram a expressao de YKI-
40 em tecidos musculares.

Gao et al. também observaram concentracfes séricas elevadas de YKL-40 em
pacientes com dermatomiosite e polimiosite, correlacionando-se de uma forma positiva
com intersticiopatia, atividade/gravidade da doenca avaliada através de MYOACT,
proteina C reativa, ferritina e velocidade de hemossedimentacdo. No entanto, os
autores ndo analisaram autoanticorpos anti-ARS em seus pacientes e também nao foi
realizada analise da expressdo da YKL-40 em tecidos musculares.

Jiang et al., por sua vez, encontraram correlacdo positiva entre as concentracdes
séricas de YKL-40 e pacientes com dermatomiosite clinicamente amiopatica e anti-
MDA-5 positivo. Além disto, observaram uma associacdo positiva de YKL-40 com

ocorréncia de intersticiopia nesse grupo de pacientes, principalmente naqueles com
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doenca pulmonar intersticial grave. Entretanto, ndo conseguiram demonstrar a origem
de YKL-40 nesses pacientes visto que ndo realizaram bidpsia pulmonar, nem
muscular.

No presente estudo, as concentracdes séricas elevadas de YKL-40 também
foram observadas em pacientes com SAS. No entanto, YKL-40 n&o se correlacionou
com quaisquer parametros clinicos e laboratoriais, status da doenga ou esquemas
terapéuticos. Também n&do houve correlagio com nenhum parémetro pulmonar
(sintomas pulmonares do paciente, imagens de TCARs pulmonar e testes de funcao
pulmonar). As hipoteses para esses achados sédo o fato de a maioria dos pacientes
estarem estaveis sob ponto de vista de status de doenca no momento da inclusdo e
pelo fato de se tratar de um estudo transversal, sendo interessante uma analise
prospectiva desses parametros. Vale ressaltar que para SAS ndo ha métricas
validades, por isso foi extrapolado o que se usa para miopatias autoimunes sistémicas
de maneira geral, ja validado: IMACS. No caso dos pacientes deste estudo podemos
dizer que a doenca encontrava-se controlada visto os valores de MMT-8, HAQ,
MYOACT e EVA préximos dos seus escores de normalidade.

Para analisar o status da doenca, Hozumi et al. usaram variaveis como ferritina e
KL-6 (Krebs von den Lungen-6), SP-D (proteina surfactante-D), PaO2z, DLCO, enquanto
Jiang et al. utilizaram ferritina, CPK, contagem de células T CD3+, proteina C reativa,
CVF e DLCO. Em contraste, usamos os escores do IMACS, um instrumento validado
para avaliar o status das miopatias autoimunes sistémicas (RIDER et al., 2003; RIDER
et al., 1997; HARRIS-LOVE et al., 2009; MILLER et al., 2001; BRUCE et al., 2003).

Uma das limitacbes do presente estudo foi o fato de ndo termos analisado

simultaneamente a expressdo de YKL-40 em amostras de tecidos pulmonares. No
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entanto, a expressdo de YKL-40 analisada em amostras musculares reforca a hipétese
de que a expressdo de YKL-40 € sistémica, e ndo se limita ao envolvimento pulmonar.
Outras limitagdes do nosso estudo foram a nao realizagao de espirometria em todos 0s
pacientes devido a varias circunstancias internas, como pacientes com dificuldade para
realizar espirometria (dispneia) e falta de equipamento espirométrico disponivel na
selecdo dos pacientes, mesmo com esses testes sendo realizados apenas em uma
fase posterior do diagnéstico e tratamento (mais de seis meses); e a analise da
pneumopatia na TCAR ter sido apenas descritiva, visto que ndo existe um critério que
quantifique o grau de envolvimento pulmonar em miopatias autoimunes sistémicas.

YKL-40 pode ser expressa e secretada por varios tipos de células, incluindo
macréfagos, neutréfilos e condrdcitos. Sua expressdo € regulada por diversas
citocinas, que medeiam a proliferacdo, remodelacdo tecidual e producdo de outros
mediadores inflamatérios. Na SAS e nas doencas autoimunes sistémicas, as
concentracbes séricas elevadas de YKL-40 podem ser provenientes de células
inflamatoérias sistémicas ou células locais (por exemplo: sangue, musculo, pele,
pulmdes ou outros érgaos). Neste contexto, o presente estudo mostrou pela primeira
vez a expressdo de YKL-40 em tecidos musculares (com processo inflamatério) obtidos
de pacientes com SAS.

Como mencionado anteriormente, o YKL-40 é regulado por diferentes citocinas
pro-inflamatérias (PRAKASH et al.,, 2013; KAZAKOVA et al.,, 2017). Dessa forma,
avaliamos as concentragdes séricas de TNF-a e IFN-y.

Concentragdes seéricas elevadas de TNF-a foram observadas em pacientes com

SAS, semelhante ao que ocorre em outras miopatias autoimunes sistémicas
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(SALOMONSSON et al., 2006; LUNDBERG 1995). Na fisiopatogénese das miopatias
autoimunes sistémicas o TNF-a tem papel importante, sua producao € estimulada IL-1,
IFN e granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) e secretada
principalmente por macréfagos, além de neutréfilos, células T e monécitos. O TNF-a €
responsavel por aumentar a expressao de outras citocinas pro-inflamatorias e induzir a
produgédo de YKL-40 (SALOMONSSON et al., 2006; PRAKASH et al., 2013). Esses
dados corroboram com nosso estudo, no qual foi encontrado niveis elevados de TNF-a
além de correlacdo positiva moderada entre os niveis séricos de YKL-40 e TNF-a.
Embora o IFN-y esteja envolvido na fisiopatogénese da SAS, ndo encontramos
concentracbes séricas elevadas de citocina no presente estudo. O IFN-y tem acao
transitéria e é rapidamente eliminado na corrente sanguinea sendo, portanto, dificil sua
deteccdo (SALOMONSSON et al., 2006; GALLAY et al., 2019). Na fisiopatogénese das
miopatias autoimunes sistémicas, € descrita a participacdo das células Thl e Th2,
sendo o IFN-y produzido pelas células Thl, que estdo inicialmente presentes;
posteriormente haveria regulacdo das células Thl para Th2 por outras citocinas

inflamatorias, incluindo YKL-40 (HOU et al. 2018; ISODA et al., 2017).
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7. CONCLUSOES

Ha elevada concentragdo sérica de YKL-40 em pacientes com SAS, a qual se
correlaciona positivamente com a de TNF-a.
Ha expressdo de YKL-40 em tecidos musculares de pacientes com SAS com

presenca de infiltrado inflamatério.
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9.1. Questionarios

MMT (lado direito, 0-10)
Flex&o cervical
Deltoide

Biceps braquial
Gluteo maximo
Gluteo médio
Quadriceps
Extensor do punho
Dorsiflexdo plantar

MYOACT (pontuado pelo médico em uma escala visual analégica de 0-10 a atividade manisfesta nos
seguintes dominios e posteriormente o valor foi dividido por 60:)

CONSTITUCIONAL 0 10
GASTRINTESTINAL 0 10
PULMONAR 0 10
CARDIACO 0 10
MUSCULAR 0 10
CUTANEO 0 10
Escala Visual Analdgica (Paciente)
| 1 |
Sem Atividade
evidéncia de da doenga
Escala Visual Analégica (Médico)
| | |
Sem Atividade
evidéncia de da doenca
HAQ
Capacidade habitual DURANTE A SEMANA PASSADA
em QUALQUER Com ALGUMA Com MUITA Incapaz
dificuldade dificuldade dificuldade de fazer

1 VESTIR-SE E ARRUMAR-SE

-Vestir-se, inclusive amarrar os corddes dos
sapatos e abotoar suas roupas?

2 LEVANTAR-SE

- Lavar sua cabega e seus cabelos?

- Levantar-se de maneira ereta de uma cadeira
de encosta reto e sem bragos?

- Deitar-se e levantar-se da cama?

3 COMER

- Cortar um pedaco de carne?

- Levar a boca um copo ou uma xicara cheio
de café, leite ou gua?

- Abrir um saco de leite comum?

4 ANDAR

- Caminhar em lugares planos?

- Subir cinco degraus?

5 HIGIENE PESSOAL

- Lavar e secar seu corpo apos o banho?

- Tomar banho de chuveiro?

- Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitario?

6 ALCANCAR COISAS
- Levantar os bragos e pegar um objeto de aproxi

madamente 2,5kg que esta posicionado pouco
acima da cabega?
- Curvar-se para pegar suas roupas no chdo?
7 AGARRAR



- Segurar-se em pe no 6nibus ou metro?

- Abrir potes ou vidros de conservas que tenham
sido previamente abertos?

- Abrir e fechar torneiras?

8 ATIVIDADES

- Fazer compras nas redondezas onde mora?

- Entrar em e sair de um 6nibus?

- Reallizar tarefas tais como usar a vassoura para
varrer e rodo para agua?
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High YKL-40 serum levels and its m@
expression in the muscle tissues of patients
with antisynthetase syndrome

Renata Casseb de Souza Carboni, Gustavo Luiz Behrens Pinto and Samuel Katsuyuki Shunjo'@

[ Abstract

Background: The protein chitinase-3-like-1 (YKL-40) is rarely analyzed in patients with myaositis. Therefore, we aimed
to evaluate YEL-40 serum levels; correlate them with laboratory and clinical parameters, disease status, and
treatrnent schemes; and analyze the YKL-40 expression in the muscle tissues of patients with antisynthetase
syndrome [(AS50).

Methods: This cross-sectional single-center study included 64 adult patients with ASSD who were age-, gender-,
and ethnicity-matched to 64 healthy control individuals. Their YEL-40 serum levels were analyzed using the
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kit method, while YEL-40 expression in musde tissues was analyzed
using an immunohistochemical technique. Disease status was assessed using the International Myaositis Assessment
and Clinkcal Studies Group (IMALCS) set scores.

Results: The patients’ mean age was 44.8 £ 11.8 years, and median disease duration was 1.5 (00-4.0) years. These
patients were predominantly female (82.8%) and Caucasian (73.4%). Most patients had stable disease. The median
YKL-40 serumn level was significantly higher in patients with ASSD when compared to the healthy individuals: 538.4
(363.4-853.1) po/mL versus 2700 (201.8-451.9) pg/ml, respectively; < 0.001. However, YEL-40 serum levels did not
correlate with any clinical, laboratory, disease status, or therapeutic parameters (P » 0.050), except tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) serum levels (Spearman's correlation, rho = 0.382; P = 0.007). YKL-40 was highly expressed by
inflarnmatary cells found in muscle biopsy specimens.

Conclusions: High YKL-40 serum levels were cbserved in patients with ASSD and correlated positively with TNF-a
serum levels. Moreover, YEL-40 was expressed by the inflammatony cells of the muscle tissue.

Keywords: Antisynthetase syndrome, Chitinase, Inflammatory myopathy, Muscle biopsy, Myositis
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