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RESUMEN

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) son un grupo
heterogéneo de enfermedades cuyo diagndstico, manejo y prondstico contintia siendo un
reto clinico. Los biomarcadores emergen como posibles herramientas para facilitar la
deteccion de las EPID y predecir su progresion.

Krebs von den Lungen o KL-6 es una glicoproteina de alto peso molecular que
pertenece a la familia de las MUCI. Se asocia al dafo epitelial alveolar, por lo que sus
niveles se incrementan en las EPID, principalmente ante la presencia de fibrosis
pulmonar. KL-6 ha sido ampliamente estudiado como biomarcador sérico y en menor
medida en lavado broncoalveolar (LBA), demostrando su potencial utilidad como
herramienta diagndstica y pronostica. La mayor parte de los estudios se han realizado en
poblacion asidtica, encontrandose amplias diferencias en los niveles de KL-6 en
diferentes etnias. Esta heterogeneidad se justifica en parte por la influencia genética,
dados los polimorfismos en el gen MUCI en diferentes poblaciones.

Esta tesis doctoral se compone de 2 estudios que pretenden establecer un punto
de corte de KL-6 en sangre periférica y en LBA que se asocie a la presencia de EPID y
que potencialmente sirva como un biomarcador de progresion de enfermedad en una
cohorte europea, en este caso con poblacion espafiola e italiana.

El primer estudio se centra en evaluar el papel de KL-6 sérico como biomarcador
para el diagnostico de EPID. El punto de corte 6ptimo de KL-6 para identificar a los
pacientes con EPID se establecid en 465 U/ml. En el andlisis de regresion logistica, los
niveles de KL-6 fueron un factor independiente para la presencia de EPID y presentaron
una correlacion inversa con las pruebas funcionales respiratorias (PFR). Sin embargo, no

se observaron diferencias en sus valores segun el patron radiologico.
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El segundo estudio valora KL-6 como biomarcador para identificar las EPID
fibrosantes y potencialmente progresivas, analizando tanto sus niveles séricos como en
LBA. Los niveles obtenidos en LBA no permitieron diferenciar pacientes con EPID
fibrotica ni predecir su progresion. En cambio, las concentraciones obtenidas en sangre
periférica permitieron establecer un punto de corte de KL-6 de 566 U/ml para identificar
a pacientes con EPID fibrética y de 641 U/ml para detectar el fenotipo fibrosante
progresivo.

En conjunto, KL-6 es un potencial biomarcador para identificar la presencia de
EPID, el predominio de fibrosis y la posible progresion de la enfermedad. Sin embargo,
por las diferencias genéticas mencionadas previamente es imprescindible validar estos
resultados en cohortes espafiolas méas amplias, y explorar su integracion en algoritmos

diagnosticos y de seguimiento clinico para mejorar el abordaje personalizado de las EPID.
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SUMMARY

Interstitial lung Diseases (ILD) are a heterogeneous group of diseases whose
diagnosis, management, and prognosis remain a clinical challenge. Emerging biomarkers
are being explored as potential tools to facilitate the detection of ILDs and predict their
progression.

Krebs von den Lungen-6 (KL-6) is a glycoprotein with high-molecular-weight
that belongs to the MUC1 family. It is associated with alveolar epithelial damage, leading
to increased levels in ILDs, particularly in the presence of pulmonary fibrosis. KL-6 has
been extensively studied as a serum biomarker and, to a lesser extent, in bronchoalveolar
lavage (BAL), demonstrating its potential utility as a diagnostic and prognostic tool. Most
studies have been conducted in Asian populations, but differences in KL-6 levels have
been observed in other ethnic groups. This heterogeneity can be partially explained by
genetic influences, particularly polymorphisms in the MUC1 gene across different
populations.

The current work comprises two studies aimed at establishing KL-6 cut-off values
in peripheral blood and BAL that correlate with the presence of ILD and may serve as
potential biomarkers of disease progression in a European cohort, specifically in Spanish
and Italian populations.

The first study focuses on evaluating the role of serum KL-6 as a biomarker for
the diagnosis of ILD. In contrast to previously studied cohorts, the optimal KL-6 cut-off
value for identifying patients with ILD was established at 465 U/mL. In logistic
regression analysis, KL-6 levels were found to be an independent factor associated with
the presence of ILD and showed an inverse correlation with pulmonary function test
(PFT) . However, no significant differences were observed in KL-6 levels across different

radiological patterns.
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The second study aims to assess KL-6 as a biomarker for identifying fibrotic and
potentially progressive ILD, analyzing its levels both in serum and in BAL fluid. KL-6
levels measured in BAL were not effective in distinguishing patients with fibrotic ILD
nor in predicting disease progression. Conversely, KL-6 levels in peripheral blood
allowed for the determination of a cut-off value of 566 U/mL to identify patients with

fibrotic ILD, and 641 U/mL to detect the progressive fibrosing phenotype.

Overall, KL-6 appears to be a promising biomarker for identifying the presence
of ILD, the predominance of fibrosis, and potential disease progression. However, due to
the aforementioned genetic variability, it is essential to validate these findings in larger
Spanish cohorts and to explore the integration of KL-6 into diagnostic and clinical

monitoring algorithms to improve the personalized management of ILD
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1. 1. Enfermedad Pulmonar Intersticial Difusa

1.1.1. Conceptos generales

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) abarcan a mas de 200
entidades que afectan principalmente a estructuras alvéolo-intersticiales, y en ocasiones
a las vias aéreas y a la vascularizacion pulmonar (1). A pesar de compartir caracteristicas
clinicas, pueden diferir en su etiologia, hallazgos radioldgicos e histologicos. Son
consideradas enfermedades minoritarias, siendo la incidencia estimada en Espafia de 7,6
casos por 100.000 habitantes (2). Esta heterogeneidad supone un reto para su diagnostico
y prediccion evolutiva.

Las ultimas guias de clasificacion de las EPID las dividen en 3 grupos: Neumonias
Intersticiales Idiopaticas (NII), neumonias primarias o asociadas a procesos no bien

definidos y neumonias de causa conocida o asociadas a procesos bien definidos (Tabla

D 3.

1.1.2. _Fisiopatologia

El desarrollo de las EPID y aparicion de fibrosis pulmonar contintian siendo a dia
de hoy areas de gran interés e investigacion dada su complejidad fisiopatologica, en la
que participan diferentes factores y mecanismo interrelacionados. Entre ellos, los factores
genéticos desempenan un papel fundamental no solo en aquellas enfermedades con un
componente hereditario definido como la fibrosis pulmonar familiar (FPF) o la
proteinosis alveolar pulmonar, sino también por su interaccion con factores ambientales,
que sumados a la susceptibilidad individual condicionan la aparicion de algunas EPID.
La alteracion genética puede modular e influir en diversas vias patogénicas implicadas en
la fibrosis pulmonar, como la disfunciéon del epitelio alveolar, la respuesta autoinmune

aberrante o las anomalias en la sintesis o metabolismo del surfactante.
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Grupo

Subgrupo

Entidades Clinicas

1. Neumonias
Intersticiales
Idiopaticas (NII)

A. Mayores
Fibrosantes cronicas

Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI)

Neumonia Intersticial No Especifica (NINE)

Relacionadas con el tabaco

Neumonia Intersticial Descamativa (NID)
Bronquiolitis respiratoria asociada a EPID (BR-
EPID)

Agudas / Subagudas

Neumonia Organizada Criptogénica (NOC)
Neumonia Intersticial Aguda (NIA)

B. Ultraminoritarias

* Neumonia Intersticial Linfoide (NIL)
* Fibroelastosis Pleuroparenquimatosa Idiopatica
(FEPP)

C. No clasificables

2. Neumonias
Intersticiales de
causa conocida o
asociadas a

* EPID asociada a enfermedades del tejido
conectivo

* Neumoconiosis

* Neumonitis por hipersensibilidad

enfermedades « Enfermedades hereditarias asociadas
3. Otras « Sarcoidosis

enfermedades * Eosinofilias pulmonares
intersticiales « Proteinosis alveolar

pulmonares * Microlitiasis alveolar

Histiocitosis Pulmonar de células de Langerhans
(HPCL)

Linfangioleiomiomatosis (LAM)

* Amiloidosis

* Otras

Tabla 1. Clasificacion de las Neumonias Intersticiales.

En definitiva, en los individuos genéticamente predispuestos, las agresiones al
epitelio celular desencadenan una respuesta reparadora andmala. Este proceso se
caracteriza por la activacion de cascadas proinflamatorias y profibroticas, con
reclutamiento, proliferacion, migracion y activacion de fibroblastos, conduciendo a un
remodelado exagerado y descontrolado de la matriz extracelular (4, 5). La fibrosis
pulmonar sera, pues, el resultado final de una reparacion anomala del dafio epitelial que

se puede perpetuar incluso en ausencia del estimulo inicial (6, 7) (ver Figura 1). Las
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agresiones iniciales pueden tener un origen exdgeno (la exposicion al humo del tabaco,
la inhalacion de antigenos organicos o particulas inorganicas, asi como agentes

infecciosos) o enddgeno (como en las enfermedades autoinmune sistémicas).

Factores
genéticos

Activacion de

fibroblastos
v%

Daio

‘ epitelial
7 . R * /s

Tabaco

= N
'O.,' Fibrosis >SN
Exposicién i Pulmonar 2 S Remodelado

laboral - matriz

= extracelular

Agentes infecciosos

Envejecimiento

Figura 1. Factores asociados a la fibrosis pulmonar.

1.1.3. Proceso diagnostico

El proceso diagnodstico de estas entidades requiere una anamnesis detallada,
incluyendo en el interrogatorio los antecedentes familiares de EPID, sintomas sugestivos
de enfermedades autoinmune sistémicas (EAS) y posibles exposiciones, tanto laborales
como domiciliarias. La exploracion fisica suele evidenciar la presencia de crepitantes
secos en la auscultacion y en ocasiones la presencia de acropaquia.

Dada la heterogeneidad de las EPID y considerando que entre un 5-30% de las
EAS pueden debutar con afectacion pulmonar (8-12), es fundamental realizar un estudio
mediante analitica sanguinea que incorpore marcadores de autoinmunidad (anticuerpo

antinuclear o ANA, factor reumatoide, perfil de miositis, entre otros).
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El estudio funcional respiratorio se realiza en el diagnodstico y posteriormente
como marcador de evolucion de la enfermedad. En las EPID, el patrén restrictivo es el
mas comun, y se caracteriza por una disminucién de la capacidad pulmonar total (TLC),
disminucién de la capacidad vital forzada (FVC) y generalmente afectacion de la
capacidad de difusion del mondxido de carbono (DLCO).

La revision de la iconografia previa disponible es importante para intentar
establecer una linea temporal de la enfermedad, pero para el diagndstico de la EPID es
imprescindible la realizacion de una Tomografia Axial Computarizada de Alta
Resolucion (TACAR). Para un estudio de Optima calidad se requiere la obtencion de
cortes finos (<2 mm), con imagenes adquiridas en inspiracion completa y posteriormente
la realizacion de un estudio espiratorio para descartar atrapamiento aéreo. Se puede
realizar un estudio en posicion de prono en aquellos pacientes con afectacion minima y
sospecha de imdgenes compatibles con 4reas de hipoventilacion. La revision de las
imagenes y definicion del patrén radiologico se debe realizar preferentemente por un
radidlogo experto en EPID (13).

La obtencion de lavado broncoalveolar (LBA) mediante broncoscopia tiene valor
diagnodstico sobre todo en la proteinosis alveolar, pero puede ser muy util como
herramienta de soporte en la sospecha de histiocitosis de células de Langerhans,
neumonitis por hipersensibilidad, sarcoidosis o la neumonia eosinofilica.

El estudio histologico normalmente se reserva para aquellos casos en los que con
las pruebas realizadas previamente no se obtiene un diagnostico conclusivo. Las muestras
histologicas se pueden obtener a través de biopsia transbronquial (pinzas convencionales
o mediante criobiopsia) o quirargica.

Finalmente, el diagnostico definitivo se establece en el comité multidisciplinar de

EPID, siendo éste el “patrén oro”. La funcion principal del comité es analizar de forma
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global todos los componentes asociados a los pacientes con EPID: clinico, funcional,

radiolégico, seroldgico e histopatologico. (Figura 2).

Historia Clinica
Estudio histolégico

Antecedentes Radiologia
familiares y 2 Biopsia
exposiciones TACAR Pruebals de funcién transbronquial o
laborales estudio espiratorio puimonar quirargica

Exploracién Andlisis de sangre Broncoscopia Comité
Fisica Multidisciplinario
Marcadores de Obtencién de LBA
autoinmunidad Valoracion integral de

todos los componentes

Figura 2. Proceso diagnostico de las EPID.

1.1.4. Marcadores pronosticos

Se han identificado multiples factores de riesgo para la progresion de las EPID.
Entre ellos, destacan la edad avanzada, el sexo masculino y el habito tabaquico. Una baja
FVC y DLCO al diagnoéstico conllevan un aumento del riesgo de progresion a corto plazo
(14, 15).

Especificamente en FPI, Du Bois ef al. (16) demostraron que los pacientes con
una disminucién de FVC >10% en 24 semanas tenian casi 5 veces mas riesgo de
mortalidad en el afio consecutivo, asi como el descenso de > 10% de la DLCO en 6-12
meses (17).

Las alteraciones genéticas como el acortamiento telomérico estan descritas como
factores asociados a la progresion (18). Otras variables como el patron radiologico de
NIU, la extension de la fibrosis pulmonar y la presencia de hipertension pulmonar

también se han asociado a un peor prondstico (17-19). Respecto al test de la marcha de 6
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minutos (TM6M), la disminucion de la distancia recorrida (> 50 metros) y la saturacion
arterial periférica media de oxigeno (< 88%) son predictores de mortalidad en FPI (20)

(y en la practica clinica, extrapolable a otras EPID).

1.1.5. Manejo terapéutico

El tratamiento de estas enfermedades también puede ser muy heterogéneo en
funcién de su etiologia, clinica y pronéstico. Algunas entidades disponen de tratamientos
especificos como el caso de la LAM, la proteinosis alveolar o las EPID asociadas a EAS.
En cambio, las EPID fibrosantes progresivas, que incluyen la FPI, la FPF y la Fibrosis
Pulmonar Progresiva (FPP) de otras etiologias, requieren el uso de agentes antifibroticos
(pirfenidona y nintedanib). Dentro de las medidas terapéuticas se incluyen el soporte no
farmacoldgico (que engloba la oxigenoterapia y la rehabilitacion respiratoria), la
deteccion y tratamiento de comorbilidades (19) y el soporte sintomatico o paliativo en
fases terminales. Finalmente, la valoracion de trasplante pulmonar en casos seleccionados
se debe realizar de manera precoz.

Este manejo holistico debe realizarse dentro del concepto de la medicina
personalizada. Para ello, el diagndstico e intervenciones precoces son esenciales para el

control de la enfermedad y optimizacion de la calidad de vida de estos pacientes.

1. 2. Biomarcadores

1.2.1. Definicién

El término biomarcador se define como “aquella sustancia que indica la presencia
de material bioldgico o de un proceso fisioldgico y que se emplea para diagnosticar una
enfermedad”. En nuestro ambito, el término se aplica a parametros genéticos, celulares

o bioquimicos utiles para el diagnostico, pronostico o monitorizacion de una enfermedad:
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“una caracteristica que se mide y evalua objetivamente como indicador de procesos
biologicos normales, procesos patdogenos o respuestas farmacologicas a una intervencion
terapéutica” (21). El biomarcador ideal deberia cumplir una serie de requisitos:

- Reproducibilidad

- Mz¢étodos poco invasivos de obtencion de muestras

- Alta sensibilidad si se utilizan como método de cribado

- Alta especificidad si se utilizan como marcadores de confirmaciéon

- Disponer de un amplio rango dindmico, para su utilizacion en el seguimiento

- Coste asequible

1.2.2. Biomarcadores en EPID

En los ultimos afios la investigacion en EPID ha identificado potenciales
biomarcadores dado el creciente interés en la busqueda de métodos menos invasivos que
contribuyan al diagnostico y a la monitorizacion de estos pacientes. No obstante, su
implementacién en el ambito asistencial sigue siendo limitada y no se incluyen en las
guias de practica clinica nacionales e internacionales. Esto se debe a diferentes motivos,
entre ellos las limitaciones técnicas entre laboratorios y paises, como en el caso de los
biomarcadores genéticos, que requieren una infraestructura especializada y una
interpretacion especifica y experta (22). Otra razon es la heterogeneidad observada en los
puntos de corte de estos marcadores entre los estudios realizados, asi como la variabilidad
entre el método de cuantificacion del mismo (ELISA, secuenciacidon, inmunoensayo).
Para obtener una validacion e inclusion en futuras guias, es necesario realizar estudios
multicéntricos, prospectivos, con suficiente potencia estadistica y con protocolos
estandarizados. Los diferentes tipos de biomarcadores estudiados en EPID se pueden

agrupar segun las vias patogénicas implicadas en la fibrosis pulmonar (Figura 3).
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Figura 3. Principales biomarcadores estudiados en EPID.

1.2.2.1.Biomarcadores genéticos

Polimorfismo gen MUC5B

En la region promotora del gen mucina 5B (MUCS5B), localizado en el cromosoma
11 (rs3570590), se ha identificado un polimorfismo que podria ser un factor de riesgo
para el desarrollo de fibrosis pulmonar, tanto en casos de FPF como en FPI esporadicas
(23). Este polimorfismo se ha relacionado mas recientemente con otras EPID, como la

asociada a artritis reumatoide (24, 25) o la neumonitis por hipersensibilidad (26).

Alteraciones teloméricas
Representan otro grupo de biomarcadores genéticos bien estudiados. Se
relacionan con la longitud de los telémeros y las mutaciones en enzimas con actividad

telomerasa, critica en la regulaciéon del acortamiento telomérico. Estas alteraciones
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pueden estar presentes en pacientes con FPF y en FPI esporadicas (27) aunque pueden

aparecer en otras enfermedades pulmonares cronicas (28).

1.2.2.2.Biomarcadores celulares

Monocitos

Son células fagociticas mononucleares derivadas de precursores hematopoyéticos
en la médula 6sea que se diferencian en macrofagos o células dendriticas tras su
migracion a diferentes tejidos (29). En las EPID, se asocian a los procesos de inflamacion
cronica y desregulacion inmunitaria (30). En un estudio retrospectivo (31) se observo que
en los pacientes con FPI un recuento de monocitos mayor de 0,6 GI/L (gigas por litro) se
asociaba a un mayor riesgo de progresion, hospitalizacion y mortalidad al afio respecto a
aquellos pacientes con un recuento inferior a 0,6 GI/L. Asi, su uso como biomarcador
tiene un gran potencial por la facilidad en su obtencidon (analitica sanguinea con

hemograma) y el bajo coste de su analisis.

1.2.2.3. Biomarcadores asociados al remodelado de la matriz extracelular

La utilizacion de biomarcadores proteicos en la fibrosis pulmonar se evalu6 dentro
del estudio PROFILE. (32). En lineas generales, se observé un aumento de los colagenos
tipo 3 y 6 en pacientes con FPI respecto a controles sanos. Ademas, se encontraron
diferencias en los niveles de este tipo de coldgenos entre pacientes con enfermedad

fibrosante estable y progresiva.

Metaloproteinasas de la matriz (MMP)
Son enzimas proteoliticas cuya principal funcion es mantener la homeostasis en

la formacién de la matriz extracelular (MEC), participando en procesos fisiologicos como
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la angiogénesis o reparacion de heridas. Por tanto, el desequilibrio entre las
metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares (TIMP) conlleva alteraciones en el
remodelado de la matriz.

En la FPI, las MMPs pueden promover respuestas fibréticas a través de diversos
mecanismos: aumentando los niveles o la actividad de los mediadores profibroticos,
promoviendo la migraciéon anormal de las células epiteliales y de los fibrocitos, e
induciendo el cambio de fenotipos de los macrofagos M1 a M2 (33).

Existen diferentes tipos de MMP, entre las cuales destaca la MMP1, que presenta
una mayor expresion y es la encargada de degradar el colageno fibrilar (34). La MMP7
es capaz de degradar multiples componentes de la MEC. Se ha observado su expresion
en la superficie de las células epiteliales y los macrofagos alveolares en pacientes con FPI
(35) aunque no es especifica de esta enfermedad y puede estar elevada en otras EPID.

La MMP 7 también se ha evaluado en LBA, siendo mas elevada en pacientes con
FPI (36) que en controles sanos. En otro estudio, se observo que la elevacion combinada
de MMP 7 y SP-A fue un predictor de supervivencia en pacientes con EPID cuando
coexistia con una mayor edad, el descenso de la FVC y ciertas anomalias en la TACAR
(37). En resumen, las MMPs desempenian un papel clave en la regulacion de la MEC vy,
por tanto, en el desarrollo de la fibrosis, destacando la MMP-7 por su posible valor

prondstico en las EPID.

1.2.2.4. Biomarcadores asociados a la regulacion del sistema inmunitario

Ligando asociado a la citocina 18 (CCL18)

Se trata de una proteina derivada de los macrofagos alveolares que activa los
fibroblastos y la produccion de tejido conectivo. En un estudio prospectivo en pacientes
con FPI, niveles en sangre > 150 ng/ml se asociaron de manera independiente a una menor

supervivencia (38). En otro estudio, el aumento de CCL18 en sangre se correlaciond de
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manera inversa con la DLCO y TLC (39), lo que indica un posible papel como

biomarcador asociado la progresion de la enfermedad.

Interleucina-6 (IL-6)

Es una de las interleucinas mas estudiadas al presentar una accién pro-
inflamatoria y efectos pleiotropicos. En la EPID asociada a esclerosis sistémica (SSc), se
ha observado que sus niveles en sangre preceden el descenso de FVC, DLCO y se asocian
aun aumento de mortalidad (40). La principal limitacidon para su uso es su inespecificidad,
ya que se puede observar en otras enfermedades inflamatorias, procesos infecciosos o en
dafio inflamatorio extrapulmonar. De hecho, se observdo un aumento de IL-6 en los
pacientes con sindrome de distrés respiratorio del adulto (SDRA) asociado a la neumonia

por el coronavirus tipo 2 (SARS-CoV?2) (41).

1.2.2.5. Biomarcadores de daiio epitelial

Se trata probablemente del grupo con mas moléculas estudiadas. Dentro de ellos,
destacaremos las proteinas de surfactante y el KL-6, al que dedicaremos un apartado

especifico.

Proteinas de surfactante (SP)

Las proteinas de surfactante A y D son glucoproteinas hidrofilicas que reducen la
tension superficial y colapso alveolar, y que forman parte del sistema inmunitario innato
pulmonar. Son secretadas por las células epiteliales alveolares tipo II y por las células
cuboides de los bronquiolos distales. Se han relacionado con la regulacion de la sintesis,
degradacion y deposito de las proteinas de la MEC, asi como con la proliferacion y
actividad fibroblastica (42). En las EPID, se han observado niveles elevados tanto de SP-
A como SP-D en pacientes con FPI respecto a controles sanos, asi como en SSc

progresiva asociada a EPID (43).
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1.3. Krebs von den Lungen 6 (KL-6)

1.3.1. Definicidn v fisiopatologia

Krebs von den Lungen o KL-6 es una glicoproteina de alto peso molecular que se
expresa en las células alveolares o neumocitos tipo II (44). Pertenece a la familia de las
mucinas (MUC1) y participa en procesos de reparacion del epitelio alveolar, por lo que
su aumento se relaciona con un incremento de la actividad inflamatoria. Asi mismo,
promueve la proliferacion y supervivencia de los fibroblastos pulmonares (45) y regula
la diferenciacion de miofibroblastos (46), teniendo un papel en la génesis y evolucion de
la fibrosis pulmonar.

Su deteccion en sangre periférica se debe al aumento en su produccion tras el dafio
y regeneracion del epitelio alveolar, con la consecuente liberacion al torrente sanguineo

por el incremento de la permeabilidad capilar (44).

1.3.2. Evidencia disponible de KL-6 sérico en EPID

La primera descripcion de KL-6 como marcador especifico de las EPID se realizo
en 1989, a raiz de un estudio realizado con mas de 300 pacientes, que incluy6é 77 con
EPID, 91 con otras enfermedades pulmonares (enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), céncer de pulmoén) y 160 controles sanos. El andlisis del KL-6 se realiz6
mediante técnicas de inmunoensayo (44). Las principales conclusiones fueron que los
niveles séricos de KL-6 estaban elevados en pacientes con EPID, sobre todo con FPI,
siendo su aumento sérico menos significativo en otras enfermedades pulmonares (< 500
U/ml) y practicamente inexistente en controles sanos. Estos hallazgos se correlacionaron,
ademads, con una mayor afectacion radioldgica y deterioro funcional, principalmente en
la medicion de la DLCO.

Desde entonces, se han llevado a cabo multitud de estudios con cohortes mas

amplias, principalmente en poblacion asiatica. Tanto es asi que en Japon KL-6 se utiliza
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actualmente como herramienta de monitorizacioén de pacientes con EPID en la practica
clinica habitual (47).

KL-6 ha sido evaluado en diferentes tipos de EPID, especialmente en la FPI. Los
estudios iniciales estuvieron dirigidos principalmente a su papel como herramienta
diagnostica, pero dada su inespecificidad en distinguir entre los subtipos de EPID, su

utilidad cientifica se centrd en su valor pronostico.

1.3.2.1 Diagnostico de las EPID y KL-6

El principal atractivo de una herramienta como KL-6 a nivel diagnostico es
establecer un punto de corte que sirva al clinico como alarma o “red flag” que ponga en
marcha otras herramientas diagnosticas mas convencionales y validadas que confirmen
la patologia. En esta linea, se han llevado a cabo una serie de estudios con una variabilidad
muy importante entre ellos, de los cuales haremos un breve resumen.

El primer punto de corte de KL-6 sérico para detectar a pacientes con EPID es el
de la serie de Kohno et al., que lo establecio entre 500-700 U/ml. Los estudios posteriores,
realizados también en poblacion asidtica, de caracter retrospectivo y tamafio muestral
variable (ver Tabla 2), proporcionaron valores similares (Figura 4), en general con alta
sensibilidad y especificidad. La evidencia obtenida permitié establecer como punto de
corte para la deteccion de EPID (siempre en poblacion asidtica) un valor de KL-6 sérico

de 500 U/ml.
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Puntos de corte KL-6 (U/ml)

Figura 4. Puntos de corte de KI.-6 de los principales estudios realizados en EPID.

Mas recientemente, Wang et al. (48) realizaron un meta-analisis y revision
sistematica para valorar la eficacia de KL-6 como herramienta diagndstica en EPID
fibrosante, incluyendo 16 estudios en total. El valor de corte promedio obtenido fue de
511 U/ml con una sensibilidad de 87%, especificidad de 91% y area bajo la curva (AUC)
de 0,965. Sin embargo, la principal limitacion del estudio fue la gran heterogeneidad de
los trabajos incluidos, con valores de KL-6 muy dispares, con rangos entre 300-1000
U/ml segtn la poblacion y la metodologia. Curiosamente, en ese meta-analisis, se
identifico la raza como fuente de heterogeneidad en la sensibilidad, y la metodologia en

la especificidad.
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Autor, afio Pais Tamaio | Punto de corte | S (%), E (%), Prospectivo/
muestral | KL-6 (U/ml) AUC retrospectivo

Kohno, 1989 (44) | Japon 237 520 Desconocido Retrospectivo
Kobayashi, 1995 | Japon 112 476 E (95%) Retrospectivo
(49)
Ohnishi, 2002 Japon 115 465 S (93,9%) Retrospectivo
(50) E (96,3%)

AUC 0,95
Samukawa, 2012 | Japon 74 550 E (95%) Retrospectivo
(1) AUC 0,938
Hu, 2015 China 1084 500 S (77,7%) Retrospectivo
(52) E (94,5%)

AUC 0,92
Hamai, 2016 Japon 197 476 S (96,9%) Retrospectivo
(53) E (98,5%)

AUC 0,99
Zheng, 2018 China 133 485 S (85%) Retrospectivo
(54) E (90%)

AUC 0,91
He, 2021 (55) China 138 421 S (91,3%) Retrospectivo

E (95,6%)

AUC 0,933
Wang, 2024 China 222 582 S (76.3%) Retrospectivo
(56) E (91%)

AUC 0,9
Zuo, 2024 China 379 402 S (77,4%) Retrospectivo
(47) E (93,4%)

AUC 0,9

Tabla 2. Estudios realizados sobre KL-6 en EPID. S: sensibilidad; E: especificidad; AUC:

area bajo la curva.

Los niveles de KL-6 pueden diferir en funcion de la EPID estudiada, puesto que
la fisiopatologia subyacente y comportamiento de la enfermedad puede variar entre las
diferentes patologias. Asi, la FPI, paradigma de la fibrosis pulmonar, presenta niveles
mas elevados de KL-6, tanto en LBA como en sangre periférica, respecto a otras
enfermedades como la sarcoidosis estadio I, la neumonitis por hipersensibilidad y la EAS
(57). En el caso de las Neumonias Intersticiales No Especificas fibroticas (NINEf), un

estudio con una cohorte de 75 pacientes describi6 un valor medio de KL-6 sérico de 1787
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+ 1247 U/ml. Al clasificar esas NINEf en la categoria de IPAF (Interstitial Pneumonia
with Autoimmune Features) y no IPAF, los valores de KL-6 fueron significativamente
mas elevados en el grupo IPAF (58).

Respecto a la Neumonitis por hipersensibilidad (NH) se han realizado multiples
estudios para evaluar el KL-6 en suero (Tabla 3), y la mayoria de ellos también fueron
realizados en poblacion asidtica. En general, se observa una gran heterogeneidad por el
caracter retrospectivo y el reducido tamafio muestral, lo que dificulta la determinacion de
un punto de corte universal. A nivel europeo también disponemos de estudios sobre KL-
6 en NH, aunque siguen siendo cohortes relativamente pequeias y con valores muy
diferentes entre si.

Destacamos el estudio de Okamoto et al. por sus hallazgos: se establecié un punto
de corte de 1115 U/ml de KL-6 sérico para diferenciar NH fibrética de FPI, siendo, de
manera inesperada, el valor de KL-6 mas elevado en los pacientes con Neumonitis por
hipersensibilidad (59).

KL-6 también ha sido explorado en la sarcoidosis, silicosis y asbestosis. La
mayoria de estudios se ha realizado en sarcoidosis, encontrando niveles mas altos
respecto a controles (60-62). Ademas, algun estudio mostro valores de KL-6
progresivamente mas elevados en funcion de los diferentes estadios de la enfermedad,

con niveles mas altos en pacientes con sarcoidosis estadio IV o fibrotico (63).
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Autor, afio Pais Tamaio KL-6 en NH (U/ml) | KL-6 en controles (U/ml)
muestral

Takahashi, 2020 (64) | Japon 242 1263 +644 207 +£92,37

Janssen, 2005 (65) Holanda | 87 139,6 + 8942 207 + 66

Yoshikawa, 2007 (66) | Japon 49 2790,4 +2607,6 265,8 +136,2

Nukui, 2019 (67) Japon 111 1236 +1072,8 191 £70,2

d'Alessandro, 2020 Italia 56 1691 + 1643 268 £ 148

(68)

Mostafa*, 2021 (69) | Egipto 62 1165 + 283 138,2 + 69,5

Mostafa **, 2021 Egipto 44 2020,83 + 870,77 138,2 + 69,5

(69)

Sanchez-Diez, 2022 Espafia 91 2805,6 +5346,9 283,7 +£282.,6

(70)

Tabla 3. Estudios sobre Neumonitis por hipersensibilidad y niveles séricos de KL-6. KL-6:
Krebs von den Lungen-6; NH: Neumonitis por hipersensibilidad. *Neumonitis por
hipersensibilidad fibrética; ** Neumonitis por hipersensibilidad no fibrética. La tabla retine los
estudios con mayor tamafio muestral y realizados en diferentes paises.

1.3.2.2 EPID asociada a EAS v KL-6

La identificacion y tratamiento de la afectacion intersticial en los pacientes con
EAS es fundamental por el gran impacto en su morbimortalidad, principalmente en la
SSc y en la Artritis Reumatoide (AR) (71, 72). En la practica clinica, disponemos de
recomendaciones de cribado de EPID en ambas enfermedades que se basan
fundamentalmente en una anamnesis dirigida sobre sintomas respiratorios, auscultacion
pulmonar y valoracion mediante PFR y pruebas de imagen (73, 74). En el caso de la SSc,
se recomienda realizar una TACAR a todos los pacientes al inicio de la valoracion de su
enfermedad de base (75). Por eso, el uso de herramientas no invasivas como los
biomarcadores podria optimizar el manejo diagndstico, ayudando a delimitar los

pacientes con alto riesgo de presentar EPID.
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Asi, KL-6 ha sido evaluado también en las EAS asociadas a EPID y en el grupo
catalogado como IPAF. La Tabla 4 resume algunos de los estudios realizados. A pesar
de la heterogeneidad de los trabajos y de los resultados del punto de corte, en general, se
ha observado una buena correlacion entre el grado de afectacion radiologica, el
funcionalismo pulmonar y KL-6 (76-78), por lo que su utilidad se extiende a este tipo de
patologias.

Uno de los estudios mas interesantes es el realizado por Wang et al. (79), en el
que se propuso un algoritmo, basado en estudios previos y la experiencia clinica del
grupo, para la deteccion precoz de EPID en pacientes con AR. Este consistia en la
realizacion de una ecografia y la medicion de KL-6 en sangre periférica a todos los
pacientes con sintomatologia respiratoria. Ante la presencia de un total de lineas B de >
10 en la ecografia toracica y/o un valor de KL-6 > 500 U/ml, se recomendaba la
realizacion de PFR y TACAR para confirmar la presencia de EPID.

Respecto a las IPAF en concreto, Xue et al. realizaron un estudio para valorar los
niveles de KL-6 y SP-A en este grupo. Los niveles basales de KL-6 fueron mas elevados
que en controles y presentaban una correlacion inversa con la FVC y DLCO.
Curiosamente, se encontr6 una correlacion del fenomeno de Raynaud con los niveles de
KL-6. En el seguimiento realizado a las 52 semanas se observo que los niveles de KL-6
se correlacionaron con la progresion radioldgica (80).

Uno de los primeros estudios europeos en pacientes con SSc (81) describio KL-6
como biomarcador asociado a presencia de EPID, encontrando una asociacién con el
grado de fibrosis en la TACAR, la afectacion cutinea y la actividad de la enfermedad.

El analisis de KL-6 en EAS-EPID se ha extendido a poblaciones distintas a la

asiatica, incluyendo cohortes mas amplias, especialmente en SSc. Sin embargo, ain se
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requiere evidencia mas solida e idealmente estratificada por subgrupos de EAS para

establecer de manera mas precisa puntos de corte de KL-6.

Autor, afio Pais Tamaiio Enfermedad | Punto de corte S (%), E (%),
muestral KL-6 (U/ml) AUC
Hant, 2009 EEUU 66 SSc 500 S (78,8%)
(82) E (90%)
AUC 0,90
Doishita, 2011 Japon 240 EAS 509 S (79%)
(83) E (93%)
AUC 0,89
Fathi, 2011 Suecia 47 PM /DM 549 S (83%)
(84) E (100%)
Benyamine, Francia 75 SSc 872 S (77,7%)
2018 E (95%)
(85) AUC 0,88
Elhai, 2019 Noruega | 427 SSc 923 S (44%)
(86) y Francia E (85%)
AUC 0,69
Ma, 2020* China 155 EAS 617 S (82%)
(87) E (62%)
AUC 0,76
Wang, 2021 China AR 500 S (78,8%)
(79) E (90%)
AUC 0,9
Zhou, 2023 China 524 EAS 532 AUC 0,73
(88)
Xing, 2024 China 225 EAS AUC 0,92
(89) Tratados 255,88
No tratados 401

Tabla 4. Puntos de corte de KL-6 de los principales estudios realizados en EPID. *El estudio
realizado por Ma, 2020 (76), es el unico con caracter prospectivo de esta serie. S: Sensibilidad;
E: Especificidad; AUC: Area bajo la curva; SSc: Esclerosis Sistémica.; EAS: Enfermedad
Autoinmune Sistémica; PM: Polimiositis; DM: Dermatomiositis; AR: Artritis Reumatoide.
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1.3.2.3 Progresion de las EPID y KL-6

El otro gran atractivo de este biomarcador es su potencial capacidad para predecir
la progresion de la enfermedad, de nuevo de forma no invasiva. En este contexto, uno de
los retos principales es correlacionar la evolucion de KL-6 con las PFR y con los
hallazgos radiologicos, que siguen siendo el “patron de oro” con ese proposito. Asi, la
mayoria de los estudios sobre KL-6 en cuanto a progresion de EPID han evaluado su
asociacion con alteraciones en las PFR (57, 58), revelando una correlacion inversa entre
KL-6, FVC y DLCO, de forma que mayores niveles de KL-6 se correlacionaron con una
peor capacidad funcional respiratoria. Por ello, el interés en el uso de KL-6 como
marcador de gravedad, progresion y pronostico se ha incrementado en los ultimos afios
(90-92). Desde el punto de vista radioldgico y en relacion a la progresion, se ha observado
que niveles elevados de KL-6 guardan relacion con una mayor extension de fibrosis en la
TACAR (93, 94) y en el caso de la FPI, valores de KL-6 > 800-1000 U/ml se asociaron
también a una peor supervivencia (95, 96).

En las EPID asociadas a AR, Kim ef al. objetivaron que un nivel de KL-6 > 640
U/ml se correlacion6 de forma independiente con un patrén NIU en la TACAR, mientras
que un nivel de KL-6 > 685 U/ml fue un predictor independiente de mortalidad (97). La
edad avanzada, el género masculino, la FVC y el patréon NIU fueron otros predictores
asociados a mortalidad.

Un estudio de este afio evalud la utilidad de KL-6 sérico y otros marcadores para
valorar el deterioro de la funcion pulmonar y predecir la progresion a corto plazo de la
EPID en pacientes con criterios de IPAF (98). Los niveles de KL-6 fueron mas elevados
en los pacientes con IPAF y EAS-EPID en comparacion a los pacientes con EAS sin

EPID, aunque no se encontraron diferencias significativas para distinguir estas dos
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entidades. Ademas, KL-6 mostr6 una correlacion positiva con la evaluacion cuantitativa
de la EPID en la TACAR.

La progresion de la EPID también se ha explorado en pacientes con SSc tratados
con ciclofosfamida o micofenolato (99). En ese estudio, niveles elevados de KL-6 se
asociaron a la progresion de la EPID y deterioro de las PFR durante un afio de
seguimiento. Asi mismo, estos niveles disminuyeron después del inicio del tratamiento
con ambas terapias.

Las mediciones seriadas de KL-6 podrian proporcionar una informacion
prondstica mas especifica ya que la tendencia de los niveles puede ser mas predictiva que
una uUnica medicion basal (100). En esta linea, un estudio evaltia la significacion
pronostica de los cambios seriados y a largo plazo de los niveles séricos de KL-6. Su
aportacion respecto a trabajos previos radica en la mejora de la precision prondstica
cuando se combinan los niveles iniciales de KL-6 con los cambios observados en las
mediciones seriadas. De hecho, los autores sugieren que los cambios seriados podrian
estar mas asociados a un peor pronostico respecto a la medicion unica e aislada de KL-6.
En ese sentido, se observd que un incremento de 51.8 U/ml al afio se correlacionaba con
un peor pronostico (95).

En contrapartida, un meta-andlisis centrado principalmente en el riesgo de
desarrollar una exacerbacion aguda (EA) y en la supervivencia de pacientes con FPI, no
encontrd una relacion estadisticamente significativa entre las concentraciones de KL-6 y
la mortalidad en FPI (101). Sin embargo, hay un importante sesgo geografico (la mayoria
de estudios incluidos eran en poblaciones asidticas) y heterogeneidad por la variedad en

el método de medicion de KL-6 y la falta de estudios prospectivos.
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1.3.2.4 Hallazgos radiologicos v KL-6

En pacientes con EPID, la TACAR es una prueba fundamental para el diagnostico
y valoracion de progresion o exacerbaciones de la enfermedad, por lo que en todos los
estudios realizados se incluye de manera obligatoria esta exploracion. Sin embargo, hay
pocos trabajos que valoren de manera especifica la relacion entre los hallazgos
radiolégicos y KL-6 (102-104).

Ichiyasu et al. (105) valoraron KL-6 como marcador de extension global en las
NINE. En la evaluacion especifica entre patrones inflamatorios o fibrosantes, no se
encontraron correlaciones significativas con los niveles de KL-6 (pero si con SP-D). Sin
embargo, tras la realizacion de tratamiento dirigido (corticoterapia y en ocasiones otros
agentes inmunosupresores) el cambio en la extension del vidrio deslustrado y
bronquiectasias de traccion mostrd una alta correlacion con los cambios en niveles de
KL-6. En la misma linea de investigacion, un estudio mas reciente (106) compar6 los
niveles de KL-6 con diferentes hallazgos radiologicos que incluyeron la reticulacion, las
opacidades en vidrio deslustrado (GGO), la consolidacion y la panalizacion. De éstos, la
reticulacion mostro la correlacion positiva mas fuerte con KL-6, siendo considerada por
los autores el signo més temprano de progresion radioldgica. Dicha correlacion fue
estadisticamente significativa en pacientes con una extension de > 5% en la TACAR.
Cabe destacar que el estudio utilizé el punto de corte clasico de 500 U/ml, siendo la

extension de la reticulacién mayor en pacientes con KL-6 > 500U/ml.

1.3.2.5 Monitorizacion y respuesta al tratamiento y KL-6

El uso de mediciones seriadas de KL-6 para valorar la respuesta terapéutica
dirigida también se ha explorado, sobre todo como marcador de eficacia del tratamiento

con antifibroticos.
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Okuda et al. (107) evaluaron los niveles de KL-6 en pacientes con FPI tratados
con pirfenidona. El valor medio de KL-6 previo al inicio de la terapia fue 1428 U/ml, y
tras el inicio de la terapia antifibrotica esos niveles disminuyeron de manera significativa.
Sin embargo, los valores precisos de variacion de KL-6 que podrian predecir la progresion
de la enfermedad o respuesta terapéutica no fueron especificados.

Respecto al nintedanib, el estudio mas relevante mostr6é un valor medio de KL-6
previo a la terapia de 1043 U/ml en los 22 pacientes con FPI incluidos, aunque no se
encontraron diferencias significativas en el cambio de los niveles séricos a los 6 meses
del tratamiento (108). En contrapartida, otro estudio retrospectivo en pacientes con FPI
reportd que un aumento en los niveles de KL-6 a corto plazo (> 5% en 1 mes) fue un
predictor de progresion de enfermedad a pesar de la terapia antifibrotica, tanto con
pirfenidona como con nintedanib (109).

Finalmente, y quizas el estudio mds interesante, aunque con una cohorte pequena,
evaluo la utilidad en la practica clinica de varios biomarcadores en pacientes con FPI en
tratamiento con antifibroticos. El estudio mostro correlaciones negativas entre los niveles
séricos de KL-6 con la FVC y la DLCO en diferentes mediciones durante el seguimiento.
Respecto a los pacientes con enfermedad estable, aquellos que progresaron durante el
primer afio de terapia presentaron niveles de KL-6 > 1328 U/ml, con una especificidad
de 72% y sensibilidad de 70%. Se afiadi6 un punto de corte un poco mas elevado respecto
a series previas, de 673,95 U/ml, con una mayor sensibilidad y especificidad para

distinguir la FPI de los controles (94).

1.3.3. KL-6 en lavado broncoalveolar

Paralelamente a la investigacion de KL-6 como biomarcador sérico, se ha

explorado su uso, aunque en menor medida, como biomarcador en lavado broncoalveolar
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(LBA). La realizacion de una broncoscopia con LBA es un procedimiento habitual en el
estudio de las EPID, con escasas complicaciones. Sin embargo, sigue siendo un método
invasivo de obtencién de muestras y quizas no accesible en todos los centros. Por eso,
comparativamente a KL-6 sérico, podria dificultar su implementacién en la practica
clinica.

Numerosos estudios, predominantemente en poblacion asiatica, se centraron en
valorar su utilidad en el diagnostico y progresion de las EPID, dado que se considera una
muestra mas directa de los cambios que ocurren en el espacio alveolo-capilar. La
correlacion entre los niveles de KL-6 en sangre y en LBA también ha sido motivo de
investigacion (110-113).

De la misma forma que en los estudios en sangre periférica, las cohortes son
pequetias, la mayoria de los estudios son retrospectivos y existe una gran heterogeneidad
en la metodologia, por lo que es dificil establecer un valor de corte tnico que sea valido
y aplicable a diversas poblaciones y contextos.

Uno de los primeros trabajos realizados (114) compard los niveles en LBA entre
sujetos sanos y pacientes con EPID, incluyendo FPI, sarcoidosis y NH. Se establecio un
punto de corte de 340 U/ml para considerar un nivel de KL-6 en LBA como
anormalmente alto y que, por tanto, podria diferenciar entre sanos y enfermos. En este
estudio, se encontrd una correlacion significativa entre los niveles de KL-6 en LBA y en
sangre.

Niveles inferiores fueron descritos en un estudio exploratorio para predecir la
gravedad de las EPID fibrosantes. KL-6 en LBA mostr6 una correlacion inversa con la
FVC y la DLCO vy el punto de corte de > 72,32 U/ml predijo enfermedad grave
(clasificada como FVC < 50% y DLCO < 35%). Este estudio no midi6 los niveles de KL-

6 en suero ni su correlacion con los del LBA (115).
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En cambio, en pacientes con FPI y NINE idiopatica se observaron niveles muy
diferentes y mas elevados (116). Las concentraciones promedio de KL-6 en LBA fueron
de mas de 700 U/ml en FPI y NINE, sin observarse diferencias entre grupos, con niveles
significativamente mas bajos en el grupo de controles sanos. Respecto las PFR, el punto
de corte de KL-6 asociado a valores mas bajos de FVC y DLCO fue de > 1048 U/ml.

Un estudio especifico de NH fibrética también encontro valores medios de KL-6
significativamente mas elevados en LBA y en suero respecto trabajos previos. En este
caso, se observd una correlacion directa positiva y significativa entre las concentraciones
de KL-6 en LBA y en suero (117).

En pacientes con sarcoidosis, los niveles de KL-6 en sangre se correlacionaron
con el recuento CD4 + en LBA y la ratio CD4/CDS8 (118). A destacar, el estudio de
d’Alessandro et al. (111), en cohorte italiana, que establecid niveles en LBA de KL-6 >
221 U/ml para diferenciar la sarcoidosis de otras EPID.

El trabajo mas reciente en este aspecto analizo la expresion de KL-6 sérico y en
LBA en pacientes con FPP y no progresiva. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos, siendo los niveles de KL-6 tanto en sangre periférica
como en LBA mas elevados en las formas progresivas. A pesar de los hallazgos, no se
establecieron puntos de corte Optimos para detectar la progresion de la enfermedad (119).

En global, la evidencia cientifica actual muestra que los niveles de KL-6 en LBA
estan elevados en pacientes con EPID en comparacion con sanos, aunque los valores
difieren segun las cohortes estudiadas. Asi mismo, muchos estudios no establecen un
punto de corte ni valoran su correlacion con los niveles en sangre, lo que reafirma la

necesidad de aumentar la evidencia sobre KL-6 en LBA.
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1.3.4. Heterogeneidad en los valores de KL-6

Desde su descripcion en 1989, el nimero de publicaciones sobre KL-6 en las
EPID ha incrementado significativamente (Figura 5). A pesar de ello, la evidencia actual
es muy heterogénea, con valores de corte que varian y que pueden llegar a ser
extremadamente dispares. Esto se justifica, al menos parcialmente, por diferencias
metodoldgicas de los estudios, falta de estandarizacion en los protocolos de mediciéon y

puntos de corte, seleccion del objetivo del estudio y la gran variedad de EPID incluidas.

Periodo de Tiempo
N

1989 | 1

1990-1994 :| 4

1995-1999 20
2000-2004 83

2005-2009 120 |

2010-2014 125

2015-2019 191 |

2020-2024 284

Numero de
Publicaciones

Publicaciones sobre KL-6 segun
PubMed (1989-2025)

Figura 5. Evolucion de las publicaciones sobre KL-6 en EPID desde 1989.

Sin embargo, esa heterogeneidad también presenta una base genética que ha sido
objeto de estudio (120). Como se ha mencionado previamente, KL-6 es una glicoproteina
de alto peso molecular de la familia MUCI, cuyos polimorfismos genéticos determinan
directamente los niveles séricos de KL-6. En este sentido, existen tres estudios principales
que destacan la relevancia de estos polimorfismos, uno de ellos realizado en poblacion

sana (121).
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La influencia genética para esa variabilidad en los niveles de KL-6 se traduce, en
primer lugar, en diferencias en su tamafio molecular. El estudio de Shigemura ef al.(121)
reveld que el alelo A estd vinculado con un tamafio molecular bajo de KL-6/MUCI en
LBA, mientras que el alelo G se asocia con un tamafio molecular alto. Este estudio sugiere
que el comportamiento de flujo de KL-6/MUCI1 desde los alvéolos hacia el torrente
sanguineo difiere segin los tamafios moleculares determinados genéticamente. Se
observd que el fluyjo de KL-6/MUCI de alto peso molecular fue un determinante
significativo de KL-6 sérico, incluso en sujetos sanos.

En segundo lugar, el polimorfismo de nucledtido unico (SNP) rs4072037 en el
exon 2 del gen MUCT influye en los valores obtenidos, con los genotipos G/G asociados
a niveles mas altos de KL-6, A/A a mas bajos, y A/G a niveles intermedios. Esto se debe
a que el alelo G se correlaciona con un mayor niimero de repeticiones en taindem en
MUCI, las cuales contienen mas antigeno KL-6 (121).

En tercer y ultimo lugar, existen diferencias en la distribucion de los
polimorfismos del gen MUCI1, como demostraron Horimasu et al. (122). Este estudio,
analiz6 los niveles de KL-6 en poblacion alemana y japonesa para discriminar a los
pacientes con EPID de sanos. Para la cohorte japonesa el valor de corte 6ptimo obtenido
fue de 461 U/ml, pero en la alemana fue de 659 U/ml. Los autores justificaron esas
diferencias por la distribucion de los polimorfismos del gen MUCI y dividieron a los
sujetos en 3 tipos de genotipos: A/A, A/G y G/G. El genotipo G/G fue mayor en la cohorte
alemana, mientras que el A/A fue el predominante en la cohorte japonesa. Por lo tanto,
segun los autores, la mayor frecuencia de genotipos G/G y A/G observados en la cohorte
alemana justifico unos niveles séricos y puntos de corte mas elevados que en la poblacion

japonesa. El grupo afirmé que, dada la dificultad en poder establecer una determinacion
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de genotipo en cada paciente, los puntos de cortes para la identificacion de EPID deberian

determinarse en funcion de la etnia.
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2. JUSTIFICACION
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Las EPID son un grupo heterogéneo de enfermedades cuyo diagnostico se basa
en hallazgos clinicos, radiologicos y, en algunos casos, anatomia patologica. Su curso
puede ser muy variable, y dado su potencial caracter progresivo es fundamental disponer
de herramientas que permitan un diagnodstico precoz y ayuden a predecir su evolucion.
Actualmente, la monitorizacion de estas enfermedades se basa principalmente en pruebas
funcionales respiratorias, que sin embargo presentan una alta variabilidad paciente-
dependiente y como medida tnica son insuficientes para predecir la evolucion. Asi, en
los ultimos afios ha surgido un interés creciente en la busqueda de biomarcadores que
contribuyan al diagndstico precoz y optimicen el seguimiento y manejo terapéutico de las
EPID.

En este contexto, ha emergido el papel de KL-6, un biomarcador asociado a dafio
epitelial que se incrementa en las EPID, principalmente con la presencia de fibrosis
pulmonar. KL-6 ha sido estudiado principalmente como biomarcador sérico, y en menor
proporcion en lavado broncoalveolar. Su utilidad potencial se extiende a multiples
aspectos clinicos, especialmente por su capacidad predictiva y prondstica. Sin embargo,
la mayoria de la evidencia cientifica actual proviene de cohortes reducidas, de caracter
retrospectivo y en poblacion asidtica, con una amplia heterogeneidad entre estudios que
dificultan su aplicabilidad clinica. Puesto que dicha heterogeneidad y variabilidad en los
niveles de KL-6 depende especialmente de polimorfismos genéticos poblacionales, se
hace imprescindible evaluar su papel en poblacion europea.

Con este fin, se realizd un estudio en poblacion espafiola con la finalidad de
determinar la concentracion de KL-6 sérico que se correlacione con la presencia de EPID.
Un segundo estudio, afadiendo una cohorte italiana, valoré la utilidad de la medicion de

KL-6 sérico y en LBA como predictor de progresion de la EPID.
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- Ladeteccion de enfermedad pulmonar intersticial difusa mediante el biomarcador

KL-6 presenta un punto de corte especifico en poblacion espafiola.

- Los niveles séricos de KL-6 y en lavado broncoalveolar permiten detectar la

presencia de fibrosis y predecir progresion de enfermedad en pacientes con

enfermedad pulmonar intersticial difusa.
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Obijetivo principal:

Identificar el punto de corte 6ptimo de KL-6 sérico que se asocia a la presencia

de EPID en una poblacidn espafiola.

Objetivos secundarios:

Valorar la utilidad de la medicion de KL-6 sérico y en lavado broncoalveolar

(LBA) para diferenciar patrones fibroticos y no fibréticos en las EPID.

Establecer la precision diagnostica de los niveles séricos de KL-6 en pacientes

con EPID y su utilidad como herramienta de cribado.

Determinar la correlacion de los valores séricos de KL-6 con parametros de

funcionalismo pulmonar.

Determinar la correlacion de los valores de KL-6 séricos y en LBA con

parametros radioldgicos y con la evolucion de la enfermedad.
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5. MATERIAL Y METODOS
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Esta tesis doctoral incluye dos estudios sobre el biomarcador KL-6 en las
enfermedades pulmonares intersticiales difusas. El primero procura establecer el punto
de corte de KL-6 en sangre que permita diagnosticar a las EPID en la poblacién espafiola.
El segundo estudio analiza el KL-6 tanto en sangre como en LBA como potencial
biomarcador para la progresion de la EPID. A continuacion, se detalla la metodologia de

los estudios mencionados.

5.1. Estudio 1: El valor diagnostico de KL-6 en las EPID

5.1.1. Disefio del estudio y aspectos éticos

Se trata de un estudio unicéntrico, prospectivo y observacional. El estudio se
realiz6 en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en Barcelona entre septiembre de 2016
y julio de 2018. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica (IIBSP-
EPI-2018-108) del hospital, siguiendo las recomendaciones recogidas en la Declaracion
de Helsinki. Todos los participantes firmaron el consentimiento informado previo a su

inclusion.

5.1.2. Poblacidn del estudio

Se reclutaron pacientes valorados en la consulta monografica de patologia
pulmonar intersticial y en la consulta de Reumatologia del Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau. Los criterios de inclusion fueron: edad mayor de 18 afos, capacidad para
realizar correctamente las PFR y disponer de una TACAR dentro de los 6 meses previos
a la inclusion. Los criterios de exclusion fueron la falta de consentimiento informado por
parte del paciente y la imposibilidad de realizar PFR.

Con los resultados de la TACAR y siguiendo los criterios de la “Fleischner

Society” los sujetos fueron divididos en grupo EPID o no-EPID.
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El grupo EPID estaba compuesto por pacientes con presencia de afectacion
intersticial pulmonar de cualquier etiologia, incluyendo las secundarias a enfermedades
autoinmune sistémicas (EAS). El grupo no-EPID incluy6 sujetos sanos que se habian
sometido a un TACAR por otros motivos (estudio de fibrosis familiar, control de
Neumonia Organizada post-infecciosa), pacientes con otras enfermedades respiratorias
(asma, EPOC, tromboembolismo pulmonar) y finalmente pacientes con EAS sin
evidencia de EPID en la prueba de imagen.

Los pacientes fueron diagnosticados siguiendo las guias actuales y el manejo
terapéutico se realiz6 segin practica clinica habitual, independientemente del objetivo del

estudio.

5.1.3. Variables

Clinicas
Se obtuvieron los principales datos demograficos de los sujetos, incluyendo edad,

sexo, habito tabaquico, comorbilidades y tratamiento farmacologico previo.

Radiologicas

La obtencion, calidad y procesado de las imagenes, asi como la terminologia
empleada en los informes, se realizaron segiin las recomendaciones de la “Fleischner
Society” (123). Se obtuvieron imagenes de grosor fino (entre 1 y 1,5mm) en inspiracién
maxima con una serie en espiracion para evaluar el atrapamiento aéreo y con
reconstruccion de alta resolucidn. Para su realizacion, no se utilizod contraste endovenoso.

Todas las imagenes fueron revisadas por un radidlogo experto en EPID.

Pruebas funcionales respiratorias
Para determinar el funcionalismo pulmonar se realiz6 una espirometria simple y

medicidn de la capacidad de transferencia del mondxido de carbono (DLCO) a todos los
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pacientes. Con esto, se recopilaron datos sobre la FVC, FEV1, FEV/FVC y DLCO. Los
valores de referencia utilizados estan basados en las recomendaciones de las sociedades

Europea y Espanola (124, 125)

Estudio de autoinmunidad

Se obtuvo una muestra sanguinea de cada paciente para el cribado de EAS. Se
registraron los valores del anticuerpo antinuclear (ANA), de los antigenos nucleares
extraibles (ENAs), los anticuerpos anticitrulinados, la enzima convertidora de
angiotensina, del factor reumatoide, de las inmunoglobulinas G y sus subtipos. Asi
mismo, recogimos informacién sobre el hemograma (hemoglobina, leucocitos,

plaquetas), la funcion renal y la funcidn hepatica.

Medicion del valor de KL-6

A partir de las muestras sanguineas se analiz6 la concentracion de KL-6 en suero.
Su medicion se realizd mediante un reactivo Lumipulse KL-6 (Fujirebio Europe, NV)
basado en la tecnologia de inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente (CLEIA). Los

resultados estan expresados en U/ml.

5.1.4. Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media y desviacion estandar (DE) para las
variables continuas con distribucion normal y como mediana, minimo, maximo y primer
y tercer cuartil para las variables continuas no paramétricas. Los datos categdricos se
resumieron en términos de numero de sujetos (N), recuentos de frecuencia (n) y
porcentajes (%).

La significancia estadistica (valor p) para la comparacion de los grupos EPID y
no-EPID se determind mediante la prueba ¢ de Student para variables cuantitativas, la

prueba exacta de Fisher para variables categoricas y la prueba exacta de Mantel-Haenszel
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para variables ordinales. El coeficiente de correlacion de Spearman se calculd para
verificar la correlacion entre FVC y KL-6.

La utilidad de KL-6 sérico como biomarcador diagnostico para EPID se evalu6
mediante el analisis del AUC de la caracteristica operativa del receptor (ROC). El valor
de corte Optimo para discriminar a los pacientes con EPID se determind mediante el
estadistico J de Youden, y la tabla de contingencia asociada. Asi mismo, para valorar el
posible papel de KL-6 como herramienta de cribado, se analiz6 una tabla de contingencia
con una tasa de falsos positivos del 5% y una sensibilidad del 95%. Con el fin de
correlacionar mejor los valores de KL-6 con las PFR, se realiz6 un analisis ROC
secundario para identificar EPID segun rangos de FVC y DLCO.

Finalmente se realiz6 un andlisis de regresion logistica para evaluar los factores
independientes asociados a la presencia de EPID y se calculd un arbol de inferencia
condicional utilizando KL-6 y el sexo como predictores de EPID. Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando SAS®Version 9.4TS1MS5 (SAS Institute Inc., Cary,

NG, EE. UU).
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5.2. Estudio 2: KL-6 en plasma y en lavado broncoalveolar como potencial

biomarcador en la progresion de las EPID

5.2.1. Disefio del estudio y aspectos éticos

Estudio multicéntrico, prospectivo y observacional. El estudio se realizd en el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en Barcelona y en el Hospital Universitario de Siena.
El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de ambos hospitales (IIBSP-
EPI-2018-108 y “Markerlung 17431) siguiendo las recomendaciones recogidas en la
Declaracion de Helsinki. Todos los participantes firmaron el consentimiento informado

previo a su inclusion.

5.2.2. Poblacion del estudio

Se reclutaron pacientes valorados en la consulta monografica de patologia
pulmonar intersticial de los servicios de Neumologia del Hospital de la Santa Creu 1 Sant
Pau y del Hospital Universitario de Siena.

Los criterios de inclusion fueron: edad mayor de 18 afios, capacidad para realizar
correctamente las PFR, disponer de una TACAR dentro de los 6 meses previos a la
inclusion y la realizacion simultanea de broncoscopia con obtencion de lavado
broncoalveolar (LBA) y andlisis sanguineo. Los criterios de exclusion fueron la falta de
consentimiento informado por parte del paciente y la imposibilidad de realizar PFR.

El diagnostico de EPID fue determinado en un comité multidisciplinar tras la
revision de la historia clinica, hallazgos radioldgicos y serologicos, siguiendo los criterios
de la “Fleischner Society”(13).

El seguimiento se realizdo mediante control clinico, radiolégico (con TACAR) y

PFR, en un periodo entre 9 y 45 meses.
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5.2.3. Variables

Clinicas

Se obtuvieron los principales datos demograficos de los sujetos, incluyendo edad,
sexo, antecedentes familiares, habito tabaquico y comorbilidades, incluyendo la presencia
de EAS subyacentes.

Se utiliz6 la definicion de fibrosis pulmonar progresiva descrita en las guias de
practica clinica (ATS/ERS/JRS/ALAT)(126), utilizando los resultados del funcionalismo

pulmonar, hallazgos radiologicos y variables clinicas.

Radioldgicas

La obtencion, calidad y procesado de las imdgenes, asi como la terminologia
empleada en los informes, se realizaron segin las recomendaciones de la Fleischner
Society (123). Se obtuvieron imédgenes de grosor fino (entre 1 y 1,5mm), en inspiracién
maxima con una serie en espiracion para evaluar el atrapamiento aéreo y con
reconstruccion de alta resolucion. Para su realizacion, no se utilizo contraste endovenoso.
Todas las imagenes fueron revisadas por un radidlogo experto en EPID. Los pacientes
fueron clasificados en EPID fibrotica y no fibrotica segun los hallazgos de la TACAR al
diagnostico. La enfermedad progresiva fue clasificada mediante los cambios en las PFR

y la progresion fibrotica en TACAR durante el seguimiento (entre 9-45 meses).

Pruebas funcionales respiratorias

Para determinar el funcionalismo pulmonar se realizé una espirometria simple y
medicion de la capacidad de transferencia del monoxido de carbono a todos los pacientes
al inicio del estudio y en el seguimiento. Con esto, se recopilaron datos sobre la FVC,
FEV1, FEV/FVC y DLCO. Los valores de referencia utilizados estan basados en las

recomendaciones de las sociedades europea y espafiola (124, 125).
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Estudio de autoinmunidad

Se obtuvo una muestra sanguinea de cada paciente para el cribado de EAS. Se
registraron los valores del anticuerpo antinuclear (ANA), de los antigenos nucleares
extraibles (ENAs), de los anticuerpos anticitrulinados, de la enzima convertidora de
angiotensina, del factor reumatoide, de las inmunoglobulinas G y sus subtipos. Asi
mismo, recogimos informacion sobre el hemograma (hemoglobina, leucocitos,
plaquetas), la funcion renal y la funcidn hepatica.

Respecto al LBA, ademas del analisis de KL-6, se realizd recuento celular con
cuantificacion de la presencia de macrofagos, neutrofilos, linfocitos, eosindfilos, CD4,
CD8 y la relacion CD4/CD8. Asi mismo, como parte del protocolo de los centros, se
completd el andlisis con estudio microbioldgico para descartar infecciones y citoldgico

(andlisis de atipias o alteraciones sugestivas de procesos neoproliferativos).

Medicion del valor de KL-6

A partir de las muestras sanguineas y de LBA se analizaron las concentraciones
de KL-6. Sumedicion se realizé mediante un reactivo Lumipulse KL-6 (Fujirebio Europe,
Gent, Bélgica) basado en la tecnologia de inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente

(CLEIA). Los resultados estan expresados en U/ml.

5.2.4. Analisis estadistico

Los resultados se presentan como medianas y rangos intercuartilicos o media y
desviacion estandar. Para el andlisis comparativo de grupos con distribuciones no
normales, se aplico un ANOVA no paramétrico de una via (prueba de Kruskal-Wallis),
seguido de la prueba de Dunn como método de comparaciones multiples post hoc. La

prueba de Chi-cuadrado fue la utilizada para el andlisis de las variables categoéricas.
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La utilidad de KL-6 sérico y en LBA como biomarcador de la presencia de fibrosis
y progresion de la enfermedad se evalué mediante el analisis del AUC de la caracteristica
operativa del receptor (ROC).

Con el objetivo de optimizar la distincidn entre pacientes con EPID fibrética y no
fibrotica (mediante modelos de clasificacion binaria), se conformo un grupo control, con
EPID no fibrotica. Posteriormente, se implementd un arbol de decision basado en el
indice de impureza de Gini para discriminar entre ambos grupos, identificando las
variables mas ttiles y con mayor poder discriminativo. El modelo se valido dividiendo
los datos en conjuntos de entrenamiento y prueba mediante “machine learning”,
cuantificando su precision a través de matrices de confusion. Los umbrales 6ptimos para
clasificar a los pacientes se determinaron mediante el indice de Youden, que procura
maximizar la sensibilidad y la especificidad.

Adicionalmente, se examinaron las correlaciones entre variables utilizando el
coeficiente de Spearman. Finalmente, para simplificar los datos, se aplicé un analisis de
componentes principales (PCA) no supervisado, seleccionando los componentes mas
relevantes.

El mismo procedimiento se llevo a cabo en la construccion de un segundo modelo
que permitiera optimizar la diferenciacion entre los pacientes con enfermedad estable y
aquellos con progresion. La misma metodologia mencionada previamente fue utilizada.

Finalmente, el nivel de significacion estadistica se establecio en p < 0.05. Todos
los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9.3 y

XLSTAT (Dotmatics, GraphPad Software, LLC).
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6. RESULTADOS
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6.1. Estudio 1: El valor diagnostico de KL-6 en las EPID

Se incluyeron un total de 179 pacientes, de los cuales 102 tenian enfermedad
pulmonar intersticial (EPID) y 77 eran controles. La media edad fue de 65,4 £ 12,9 afios

y el 58% eran mujeres. La Tabla 5 resume las caracteristicas principales de los grupos.

Total (n=179) EPID (n=102) No EPID (n=77) P-value
Género, n (%)
Masculino 75 (41,9%) 55 (53,9%) 20 (26%) 0,0002 (a)
Femenino 104 (58,1%) 47 (46,1%) 57 (74%)
Edad, afios
Media (DE) 65,4 (12,9) 69,2 (11,7) 60,4 (12,7) <0,0001 (b)
Tabaquismo, n (%)
Nunca 99 (53,3%) 52 (51%) 47 (61%) 0,3341
Ex-fumador 58 (32,4%) 37 (36,3%) 21 (27,3%)
Fumador activo 22 (12,3%) 13 (12,7%) 9 (11,7%)
FVC (litros)
Media (DE) 3,2(1,0) 2,9 (0,9) 3,6 (1,0) <0,0001 (b)
FVC, %
Media (DE) 91,8 (21,7) 82,2 (19,7) 105 (16,7) <0,0001 (b)
FVC <70%, n (%)
No 146 (83%) 75 (73,5%) 71 (95,9%)
Yes 30 (17%) 27 (26,5%) 3 (4,1%) <0,0001 (a)
DLCO, mL/min/mmHg
Media (DE) 16,4 (6,2) 14,4 (5,7) 19,3 (5,6) <0,0001 (b)
DLCO %
Media (DE) 72,7 (20,9) 64,6 (19,3) 83,8 (17,8) <0,0001 (b)
KL-6, U/mL
Media (DE) 762 (704,7) 1080,1 (787,7) 340,7 (152) <0,0001 (b)
Tratameinto inicial
No 146 (83,4%) 81 (80,2%) 65 (87,8%) 0,2192 (a)
Si 29 (16,6%) 20 (19,8%) 9 (12,2%) 0,2192 (a)

Tabla 5. Caracteristicas clinicas, demograficas y funcionales. (a) Fisher’s exact test. (b)
Independent student-t. (¢) Mantel-Haenszel exact test. DLCO: capacidad de difusion pulmonar
de monoxido de carbono; FVC: capacidad vital forzada; EPID: Enfermedad pulmonar intersticial
difusa; KL-6: Krebs von den Lungen; DE: Desviacion estdndar.
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos EPID
y no EPID en cuanto a edad y sexo, pero no respecto a historia de tabaquismo.

Los principales diagnoésticos tras la discusion en comité multidisciplinar fueron la
FPI, NINE y Neumonitis por hipersensibilidad. Las EAS con EPID maés prevalentes

fueron la SSc y el sindrome de Sjogren (pSS) (Tabla 6).

Diagnéstico definitivo n (N=102) % del total
FPI 7 6,9%
Neumonitis por hipersensibilidad fibrotica 9 8,9%
NINE idiopatica 9 8,9%
EPID inclasificable 8 7,8%
Sarcoidosis 3 2,9%
Combinacion fibrosis pulmonar-enfisema 9 8,9%
IPAF 4 3,9%
Neumonia intersticial descamativa 2 1,9%
FIAT (fibrosis intersticial asociada a tabaco) 2 1,9%
EAS-ILD 38 37,2%
SSc 16 15,7%
pSS 14 13,7%
AR 3 2,9%
Sindrome antisintetasa 5 4,9%
Neumonia organizada criptogénica 2 1,9%
Otros: “ILA”, FEPP, Toxicidad farmacologica 7 6,8
Neumoconiosis (silicosis, asbestosis) 2 1,9%

Tabla 6. Etiologia de todas las EPID incluidas. EPID: Enfermedad Pulmonar Intersticial
Difusa; EAS: Enfermedad Autoinmune Sistémica; IPAF: Interstitial Pneumonia with
Autoimmune Features; SSc: Esclerosis Sistémica; pSS: Sindrome de Sjogren primario; AR:
Artritis Reumatoide; FEPP: Fibroelastosis pleuropulmonar; ILA: Interstitial Lung Abnormalities.
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Respecto al patron radioldgico, el principal fue la NINE en un 43% de pacientes,

seguido de NIU en 32% de los pacientes. Se realizd un subandlisis segiin el patrén

radiolégico (NIU vs no NIU) que mostro diferencias estadisticamente significativas en

cuanto a FVC (< 70%), DLCO, sexo y edad, pero no en relacion a los valores de KL-6.

Los resultados de las PFR mostraron un valor de FVC medio de 91,8% 1y de

DLCO de 72,7%. Se observo una diferencia estadisticamente significativa en ambas

variables entre el grupo EPID y no EPID. Asi mismo, se realizé un analisis por subgrupos,

segun FVC mayor o menor a 70%, que mostro diferencias en los valores de KL-6, DLCO,

el patron radiologico y el género. No se encontraron diferencias en cuanto a edad o

antecedentes de tabaquismo (Tabla 7).

Variable FVC>70% (n=146) FVC <70% (n=30) P-value
Género, n (%)
Masculino 56 (38,4%) 18 (60,0%) 0,0413 (a)
Femenino 90 (61,6%) 12 (40,0%)
Edad, afios
Media (DE) 64,5 (13,0) 68,5 (12,4) 0,1243 (b)
Tabaquismo, n (%)
Nunca 80 (54,8%) 16 (53,3%) 0,7773 (c)
Exfumador 46 (31,5%) 12 (40,0%)
Fumador 20 (13,7%) 2 (6,7%)
DLCO (%) inicial
Media (DE) 76,4 (19,2) 49,4 (15,2) <0,0001 (b)
Patron radiologico
NIU 16 (21,3%) 12 (44,4%) 0,0261 (a)
NO NIU 59 (78,7%) 15 (55,6%)
KL-6, U/mL
Media (DE) 653,2 (547,2) 1340,5 (1.058,4) 0,0015 (b)

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes segin la FVC. Fisher’s exact test. (b) Independent
Student-t. (¢) Mantel-Haenszel exact test. DLCO: capacidad de difusion pulmonar de mondxido

de carbono; FVC: capacidad vital forzada; KL-6: Krebs von den Lungen.
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El analisis ROC determind un punto de corte 6ptimo de KL-6 sérico de > 465
U/ml para detectar la presencia de EPID, con un AUC de 0,9, con sensibilidad de 86%

y especificidad de 82%. U/ml (Figura 6).
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Figura 6. Analisis ROC utilizando AUC. Punto de corte 6ptimo de KL-6 para detectar
EPID.

Para valorar su potencial marcador como herramienta de cribado, se realiz6 un
nuevo analisis ROC para determinar el punto de corte con mayor sensibilidad para la

deteccion de EPID. Se determind un valor de KL-6 > 307 U/ml, con una sensibilidad de

95% (Figura 7).
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Figura 7. Evolucion de la sensibilidad y especificidad para detectar EPID segiin los valores
de KL-6. Representa la variabilidad de la sensibilidad (en verde) y especificidad (en azul) en la
deteccion de EPID segtn los niveles de KL-6. En el punto de mayor sensibilidad y especificad
(interseccion con la linea negra) se establece el punto de corte de 465 U/ml. Para determinar el
punto de mayor sensibilidad, inicamente evaluamos la evolucion de la grafica azul, y en este
caso, el valor de KL-6 es de 307 U/ml.

En el analisis de KL-6 para predecir la presencia de EPID en funcién de la FVC,
el punto de corte 6ptimo en el grupo con FVC > 80% fue de 449 U/ml con una sensibilidad
de 83% y especificidad de 81%, en cambio en el grupo con FVC entre 50 y 80% el punto

de corte fue de 942 U/ml. (Figura 8).
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Figura 8. Punto de corte 6ptimo para predecir EPID segin FVC.
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Respecto a la DLCO, se dividieron en 3 grupos segun la gravedad con los
siguientes puntos de corte: DLCO >80%: 424 U/ml (Sensibilidad 82%, Especificidad
74%), DLCO entre 50-80%: 469 U/ml, DLCO <50%: 489 U/ml (Figura 9).

Los andlisis por subgrupos (EPID, EPID-EAS, no EPID y EAS no EPID) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de KL-6 entre los

grupos EPID y EPID-EAS, ni entre el grupo no EPID y EAS sin EPID.
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Figura 9. Punto de corte 6ptimo para predecir EPID segiin DLCO.

El modelo de regresion logistica multivariable identifico6 como factores
independientes asociados a la presencia de EPID el género masculino, los valores

elevados de KL-6 y valores disminuidos de FVC y DLCO (Tabla 8).
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Variable Modelo logistico multivariable

OR CI 95% (limite inferior) | CI 95% (limite superior) | P-value
Género masculino 2,57 1,37 4,83 0,0032
FVC (%) 0,94 10,90 0,98 0,0036
DLCO (%) 0,96 10,93 0,99 0,0169
KL-6 (por cada aumento | 2,33 1,57 3,46 <0,0001
de 100 unidades)

Tabla 8. Factores prondsticos asociados a la presencia de EPID. OR: odds ratio; CI: intervalo
de confianza; DLCO: capacidad de difusion pulmonar de monoéxido de carbono; FVC: capacidad
vital forzada; KL-6: Krebs von den Lungen.

Finalmente, se realizd6 un arbol de inferencia condicional o “tree model” para
facilitar la prediccion o identificacion de EPID (Figura 10). En resumen, en el género
masculino la probabilidad de tener EPID aument6 en un 40% respecto al género femenino

cuando el KL-6 es mayor de 364 U/ml. Considerando so6lo el valor de KL-6, la

probabilidad de EPID aument6 en un 95% en los valores de >650 U/ml.
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Figura 10. Arbol de inferencia condicional basado en KL-6 y el género. En el modelo
realizado, el punto de partida es el valor de KL-6 establecido en 384 U/ml. Cuando a este valor
se afnade el género masculino la probabilidad de tener una EPID aumenta en un 40% respecto al
género femenino (columna izquierda). Por otra parte, si nos centramos Unicamente en los valores
de KL-6 (mitad derecha de la imagen), sin afadir otras variables, se observa que cuando son >
650 U/ml la probabilidad de tener EPID aumenta en un 95% (columna derecha de la imagen)
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6.2. Estudio 2: KL-6 en plasma y en lavado broncoalveolar como potencial

biomarcador en la progresion de las EPID.

Se incluyeron un total de 52 pacientes, con una media de edad global de 70,6 afios
(con rango entre 56-78 afios), con leve predominio de género masculino (55,7%). Un 73%
de los pacientes tuvieron un patron fibrético en la TACAR y 27% mostraron un patron
no fibrotico. La media global de FVC fue de 83% con rango variable entre 51-104% y de
DLCO de 55% (rango 43-92%). Respecto a KL-6, la media global en sangre fue de 919,5
U/ml (rango 440-1642) y en LBA de 265,3 U/ml (rango 145-496), sin observarse
diferencias estadisticamente significativas entre grupos, excepto en los valores séricos de
KL-6. Tampoco se observaron diferencias en el recuento celular del LBA entre grupos.

Los pacientes con EPID fueron clasificados en dos grupos segun los hallazgos
radiologicos: fibréticos (n=38) y no fibréticos (n=14). Del total de pacientes incluidos, el
principal diagnostico dentro del grupo de EPID fibrotica fue la FPI (20 pacientes, 38%).
En el grupo de EPID no fibrética el diagnodstico principal fue la Neumonitis por
hipersensibilidad (NH) (6 pacientes, 11,5% del total de pacientes incluidos). Los datos
demograficos, inmunologicos y clinicos por grupos se presentan en la Tabla 9.

Se recogieron sesenta muestras consecutivas de lavado broncoalveolar (LBA) y
plasma de pacientes con EPID al inicio del diagnostico. Tras la exclusion de 8 pacientes

con EPID inclasificable e HPCL, finalmente se analizaron 52 muestras.
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Parametros Fibrotico (n=38) No fibrético (N =14) P-value
Género, n (%)
Masculino 23 (60%) 6 (43%) 0,2897
Femenino 15 (40%) 8 (57%)
Edad, afios
Media 73 (64-78) 64 (56-76) 0,219
Tabaquismo, n (%)
Nunca 12 (31,5%) 8 (57%) 0,1544
Ex-fumador 26 (68,5%) 6 (43%)
FVC (litros)
Media 3 (2,4-3,85) 2,9 (1,9-4,3) 0,3271
FVC, %
Media 82,5 (67-92) 86,5 (51-104) 0,1082
FEV1 (litros)
Media 2,3 (1,9-2,82) 2,4 (1,3-3) 0,2991
FEV1 (%)
Media 8,5 (74-90) 78 (60-96) 0,1521
DLCO (inicial) %
Media 56 (45-73) 52 (43,5-92) 0,1981
KL-6 U/ml
Media 1059 (691-1642) 541 (440-622) 0,0021
KL-6 LBA (U/ml)
Media 247 (145-496) 315 (156-414) 0,6597
Diagnosticos
FPI 20 0
EAS 5 2
IPAF 3 1
NH 2 6
EPID-BR 5 1
Sarcoidosis 3 4
Perfil Celular LBA (%)
Macrofagos 63 40 0,0851
Neutrofilos 15 14 0,7269
Linfocitos 12 12 0,4298
CD4 66 55 0,2812
CD8 23 31 0,1861
CD4/CD8 2.9 2 0,4910
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Tabla 9. Resumen de los datos demograficos, clinicos, funcionales y analiticos. FEV1:
Volumen Espiratorio Forzado en el Primer Segundo; DLCO: capacidad de difusion pulmonar de
monoxido de carbono; FVC: capacidad vital forzada; KL-6: Krebs von den Lungen; LBA: Lavado
Broncoalveolar; NH: Neumonitis por Hipersensibilidad; FPI: Fibrosis Pulmonar Idiopatica; EAS:
Enfermedad Autoinmune Sistémica; IPAF: “Interstitial Pneumonia with Autoimmune Features”.

Las concentraciones plasmaticas de KL-6 fueron significativamente mas
elevadas en los pacientes con patron fibrotico en comparacion con no fibréticos
(p=0,0021). En ambos grupos, las concentraciones plasmaticas de KL-6 fueron mas
elevadas que los niveles en LBA (p<0,001 y p=0,003, respectivamente) (Figura 11). No
se observo correlacion significativa entre las concentraciones de KL-6 en LBA y plasma,
ni diferencias entre los grupos fibrético y no fibrético en las concentraciones de KL-6 en

LBA. Sin embargo, en la evaluacion basal, las concentraciones de KL-6 en LBA se

correlacionaron inversamente con los valores de DLCO (1=-0,3382, p=0,0491).
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Figura 11. Concentraciones séricas y en LBA en los grupos EPID fibrética vs no-fibrética.
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En relacion con la progresion fibrdtica, las concentraciones plasmaticas de KL-6
fueron mas elevadas que las de LBA tanto en el grupo con progresion (p<0,0001) como
en el grupo sin progresion (p=0,0004) (Figura 12a). Se observo una correlacion inversa
entre las concentraciones plasmaticas de KL-6 al inicio del estudio y el cambio porcentual

en la capacidad vital forzada (AFVC%) (r=-0,35, p=0,037) durante el seguimiento

.
(Figura 12b).
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Figura 12. a). Niveles de KL-6 en plasma y LBA durante el seguimiento en los pacientes
clasificados como progresivos 0 no progresivos. b) Correlacion entre los niveles de KL-6
séricos y la variacién de FVC observada en el estudio.

La curva ROC para correlacionar tanto los niveles de KL-6 sérico como en LBA
para detectar enfermedad fibrotica y a pacientes con fenotipo progresivo se muestra en la
Figura 13ay 13b, respectivamente. Los resultados obtenidos en sangre periférica de KL-
6 permitieron establecer un punto de corte Optimo de 566 U/ml para identificar la
presencia de fibrosis pulmonar en los pacientes con EPID (Sensibilidad: 89%,
Especificidad: 69% y AUC 0,79), y de 641 U/ml para detectar las EPID progresivas

(AUC: 0,65, sensibilidad: 76%, especificidad: 53%).
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Figura 13. Analisis ROC utilizando AUC. a) Punto de corte éptimo de KL-6 para detectar
EPID fibrética. b) Punto de corte éptimo de KL-6 para detectar EPID progresiva.

La evolucion clinica, los cambios radioldgicos y los cambios en PFR fueron
monitorizados en 32 pacientes con EPID (75% con patrén fibrotico al diagnostico)
durante un seguimiento medio de 27,7 + 18,3 meses. La Tabla 10 muestra los cambios

en los parametros de funcién pulmonar en pacientes con EPID estratificados segun la
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evidencia de progresion fibrotica en TACAR. No se observaron diferencias en la

variacion de las PFR entre ambos grupos.

Parametros Progresivo (n=17) No Progresivo (n =15) P-value
AFVC (L) 0,3+0,5 0,03 +£0,81 0,2734
AFVC (%) 2,35+ 16 2,67 +204 0,7870

ADLCO (%) -14,62+9,9 -14,63 £22.47 0,7005

Tabla 10. Variacion de la funcion pulmonar en el seguimiento. DLCO: capacidad de difusion
pulmonar de monoéxido de carbono; FVC: capacidad vital forzada.

El modelo de arbol de decision mediante machine learning (con validacion cruzada
por confusion de matriz) para determinar las mejores variables para distinguir los
pacientes con EPID fibrotica se muestra en la Figura 14. Utilizando las concentraciones
de KL-6 séricas y en LBA con parametros funcionales al inicio del estudio, el modelo
encontro:

- Una mejoria de 2,133 al utilizar un valor de corte de KL-6 sérico de 571,5 U/ml.

- Una mejoria de 1,000 al utilizar un valor de corte de 113,5% para la FVC.

- Una mejoria de 2,667 al utilizar un valor de corte 91% para la FEV1.
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Figura 14. Modelo predictivo (utilizando “machine learning”) para identificar pacientes con
EPID fibroética. El punto de partida es la concentracion sérica de KL-6 al inicio del estudio.
Cuando este valor es > 571,5 U/ml hay un incremento de 2,133 en la identificacion de fibrosis. Si
a ese grupo se afiade una FVC < 113,5 existe un aumento adicional de 1,000. Con valores de KL-
6 <571,5 U/ml, si la FEV1 < 91% hay un incremento de 2,667 en la identificacion de presencia
de fibrosis.
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El segundo modelo de arbol de decision, realizado para identificar pacientes con
enfermedad progresiva utiliz6 la concentracion de KL-6 sérico y en LBA con pardmetros
funcionales al inicio y al seguimiento (Figura 15). El modelo encontro6 que:

- Valores de KL-6 en LBA al inicio de estudio > 131,5 U/ml mejoran en un 1,667

la prediccion para identificar pacientes con enfermedad progresiva.

- El cambio de DLCO > -4,5% (pérdida de mas de 4,5% en el seguimiento) y un

KL-6 en LBA > 267,7 U/ml mejoran en un 2,0 la identificacion de pacientes con

EPID progresiva.
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Figura 15. Modelo predictivo (utilizando “machine learning”) para identificar pacientes con
EPID progresiva. El punto de partida es la concentracion de KL-6 en LBA al inicio del estudio.
Cuando este valor es > 131,5 U/ml hay una mejoria de 1,667 en la prediccion para identificar
enfermedad progresiva. Si afladimos el cambio evolutivo de la DLCO (pérdida de mas de 4,5%
en el seguimiento) y posteriormente un nuevo valor de KL-6 en LBA, esta vez > 267,7 U/ml,
existe un incremento en un 2,0 para la identificacion de esos pacientes.
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Los principales hallazgos de esta tesis son: 1) La determinacién de un punto de
corte de KL-6 en sangre periférica tanto para la deteccion de EPID como para la
identificacion de su progresion en una cohorte europea, cuyo valor es inferior al
observado en cohortes asiaticas; 2) La observacion de una correlacion inversa entre los
niveles de KL-6 en LBA y la DLCO, sin poder detectar, sin embargo, la presencia de

EPID fibrosante o progresion mediante el estudio de KL-6 en LBA.

Hasta ahora, KL-6 habia sido ampliamente estudiado en poblacién asiatica, pero
los datos disponibles en otras cohortes, como la europea, son escasos. En cohortes
asiaticas, el valor 6ptimo se sitia en torno a los 500 U/ml (49, 50, 55, 120), cifra que
difiere de la reportada en los escasos estudios existentes en poblaciones europeas.
Asimismo, existe disparidad en el punto de corte entre cohortes europeas, como
evidencian los valores de 459 U/ml en un estudio irlandés y de 872 U/ml en una poblacion
francesa (85, 127).

Esa discrepancia se puede explicar en parte por los diferentes polimorfismos
154072037 del gen MUCI. En un andlisis a gran escala (122) con 453 sujetos de origen
aleman y japonés, se observd una diferencia estadisticamente significativa entre los
valores de corte para detectar EPID entre las 2 poblaciones (659 U/ml en alemanes y 461
U/ml en japoneses), que se relacionaron en parte con los diferentes polimorfismo de
MUCI entre grupos. Hasta el momento, es el Unico estudio que ha evaluado diferencias
genéticas entre poblacion europea y asiatica.

En el primer estudio de esta tesis se realizd la medicion de KL-6 en sangre
periférica de un grupo con y sin EPID, manteniendo asi un grupo control. De forma
novedosa, se trata del primer estudio prospectivo realizado en poblacion espafiola con el

objetivo de determinar un punto de corte que se asocie a la presencia de EPID.
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En nuestra poblacion, un valor de KL-6 de 465 U/ml presenté un AUC de 0,9 para
la deteccion de EPID, con sensibilidad de 86% y especificidad de 82%. En nuestro
trabajo, el valor 6ptimo de KL-6 fue ligeramente inferior al punto de corte establecido en
poblacion asiatica, pero distan de los reportados por otras cohortes europeas, incluyendo
la alemana previamente citada (122), lo que refuerza la necesidad de estandarizar los
valores de KL-6 segtn las caracteristicas de la poblacion de referencia.

En la practica clinica habitual, las PFR representan una herramienta basica en la
valoracion de la gravedad de la EPID al diagndstico y durante el seguimiento. Dado que
son paciente y operador-dependiente, existe un margen de variabilidad y por ello es de
especial interés intentar correlacionar sus resultados con un biomarcador més objetivo,
estable y no invasivo. Es en este punto en el que nos preguntamos si podiamos encontrar
una correlacion entre KL-6 y las PFR que aportasen potencial utilidad clinica al
biomarcador.

En nuestro estudio, los niveles de KL-6 presentaron una correlacion inversa con
las PFR (FVC y DLCO), de forma analoga a otras series (93, 122). Con el fin de
profundizar en estos hallazgos, realizamos un analisis ROC secundario segin rangos de
FVC y DLCO. Como era de esperar, los puntos de corte fueron mas altos cuanto peor
fueron ambos resultados, reflejando una potencial correlacion clinico-patoldgica entre
una mayor actividad reparativa alveolar y el funcionalismo pulmonar. Asi, el punto de
corte optimo de KL-6 en el grupo con FVC > 80% fue de 449 U/ml, mientras que en el
grupo con peor FVC (entre 50 y 80%) fue de 942 U/ml.

Respecto a la DLCO, los pacientes con valores <50%, generalmente asociados a
una fase mas avanzada de la enfermedad, presentaron concentraciones de KL-6 mas

elevadas, aunque sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Estos
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resultados resaltan, de nuevo, el potencial de KL-6 como biomarcador de gravedad y
progresion funcional.

Otro valor anadido del estudio fue la exploracion del valor de KL-6 como
herramienta de cribado. Este es un punto que no ha sido estudiado previamente y, hasta
donde sabemos, éste representa el primer estudio que incluye este aspecto. En nuestra
poblacion identificamos un umbral de 307 U/ml con una sensibilidad del 95% para la
presencia de EPID. Esta alta sensibilidad se mantuvo incluso en subgrupos con PFR
preservadas, sugiriendo un papel significativo de KL-6 en la deteccion temprana de la
enfermedad, particularmente en individuos con factores de riesgo o en pacientes con EAS.
El diagnostico precoz de las EPID, incluidas las asociadas a EAS, es fundamental, siendo
conocido el impacto en la supervivencia debido a los retrasos diagnosticos (128-131).

Por ultimo, nuestro modelo de regresion logistica multivariable identificé como
factores independientes asociados a la presencia de EPID el género masculino, valores
elevados de KL-6 y una FVC y DLCO disminuidas. Tanto el género masculino como la
alteracion en PFR son hallazgos conocidos y esperables en pacientes con EPID. Sin
embargo, KL-6 destaco en nuestros resultados como un factor fuertemente asociado a la
presencia de EPID de forma independiente, con un OR 2,33 (IC 95% 1,57-3,46;
p<0,0001). Este hecho habia sido reportado en otras series de origen asiatico (44, 87).

De forma paralela a otros estudios, en nuestra cohorte de pacientes con EPID se
observé una amplia variabilidad en los niveles de KL-6 (1081,1 = 787,7 U/ml). En nuestra
opinidn, este hecho podria relacionarse con las diferentes EPID incluidas, aunque no se
realizo un andlisis especifico por el tamafio muestral disponible. De hecho, otro trabajo
con resultados similares a los nuestros si evalu6 el papel de KL-6 en la diferenciacion de
subgrupos de EPID, y sus resultados mostraron diferencias significativas de los niveles

de KL-6 entre las diferentes patologias (47).
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Otro de los motivos de la alta variabilidad de nuestros niveles de KL-6 podria
estar justificada por diferentes grados de afectacion radioldgica y de actividad de la
enfermedad en el momento de la obtencion de la muestra, puesto que el diagnostico no
necesariamente coincide con el inicio de la enfermedad. En cuanto a los hallazgos
radiologicos, en nuestro estudio el patron NINE fue el mas frecuente (43%), seguido por
el patron NIU (32%), pero no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
KL-6 que permitieran diferenciar entre ambos, hallazgo similar a otros estudios anteriores
(132, 133). Un trabajo reciente analizé la correlacion entre los hallazgos radioldgicos
(evaluados mediante una escala que incluia el vidrio deslustrado, consolidacion,
bronquiectasias de traccion y panalizacion) y los niveles séricos de KL-6, observandose
una correlacion positiva entre ambos. Sin embargo, no se realizd un andlisis directo o
valor de corte para distinguir entre un perfil inflamatorio o fibrotico, ni tampoco se

establecié un punto que permitiera diferenciar los patrones radioldgicos incluidos (134).

Uno de los aspectos mas decisivos en el manejo de los pacientes con EPID es
confirmar la presencia de fibrosis. Como hemos repasado en la Introduccion, la presencia
de ésta tiene repercusiones muy importantes a nivel terapéutico y prondstico, anadiendo
una importante carga de mortalidad en aquellos pacientes con EPID fibrosante.

Debido a la relevancia clinica de este aspecto, el segundo estudio de este trabajo
de tesis pretendio valorar la capacidad de KL-6 sérico para la deteccion de fibrosis en
pacientes con EPID. Este segundo trabajo es hasta la fecha el primer estudio prospectivo
realizado en poblacion europea (incluyendo una cohorte con poblacion espafiola e
italiana) para evaluar este aspecto especifico.

En nuestra poblacion, el punto de corte que se asocid con la presencia de fibrosis

en la TACAR fue establecido en 566 U/ml. A pesar de encontrar diferencias en los valores
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séricos de KL-6 entre el grupo de fibrosis y no fibrosis, y en contra de lo previsto, no se
identificaron diferencias estadisticamente significativas en los parametros de funcion
pulmonar. Posiblemente, estos hallazgos se debieron al reducido tamafio muestral y a la
distribucion desigual entre grupos (38 en el fenotipo fibrotico y 14 en el no fibrotico), por
lo que estos resultados se deben interpretar con cautela.

Los niveles de KL-6 para diferenciar a los pacientes con EPID fibrosante no han
sido establecidos en la poblacion europea. De hecho, incluso en poblacion asidtica, uno
de los estudios que correlaciond niveles de KL-6 con una mayor extension de la
reticulacion (signo radioldgico de fibrosis), tampoco establecidé un punto de corte

especifico, utilizando el valor “clasico” de 500 U/ml (106).

En la practica clinica, la identificacion de la progresion de estas enfermedades
tiene especial relevancia. De hecho, recientemente, se ha caracterizado un fenotipo dentro
de las EPID que agrupa a las enfermedades con comportamiento fibrosante progresivo
(FPP) (126), lo que corrobora su importancia en este espectro clinico. Los criterios de
definicion se resumen en la Tabla 11. En esta linea, nuestro segundo estudio se dirigio a

valorar, entre otros, el potencial de KL-6 como predictor de progresion.
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Criterios Fibrosis Pulmonar Progresiva

Si cumplen al menos 2 de los 3 criterios en el ltimo afio

Clinicos Empeoramiento de sintomas respiratorios

Funcionales Empeoramiento de los parametros de funcion pulmonar
Disminucion absoluta de la FVC >5%

Disminucion absoluta de DLCO (corregido por Hb)>10%

Radiologicos Signos de progresion de la enfermedad en la TACAR

Aumento de la extension de bronquiectasias y bronquiolectasias
por traccion

Nuevas areas de vidrio deslustrado con bronquiectasias de
traccion

Aparicion de nuevas zonas de reticulacion

Aumento de la extension o densidad de zonas de reticulacion
Aparicion o aumento de la extension de las lesiones en panal de
abejas

Aumento de la pérdida de volumen pulmonar

Tabla 11. Criterios de fibrosis pulmonar progresiva. DLCO: capacidad de difusiéon pulmonar
de monoéxido de carbono; FVC: capacidad vital forzada; Hb: Hemoglobina; TACAR: Tomografia
Axial Computarizada de Alta Resolucion

Nuestro estudio estableci6 un punto de corte 6ptimo de 641 U/ml en plasma para
identificar aquellos pacientes con fenotipo fibrosante progresivo. Asimismo, observamos
una correlacion inversa entre las concentraciones séricas de KL-6 y los cambios
evolutivos en la FVC, lo que refuerza la teoria de que KL-6 podria ser util para predecir
el deterioro funcional. Estos resultados van en consonancia con los de Ishii ef al. (132),
que demostraron una asociacion entre concentraciones basales elevadas de KL-6 y una
menor supervivencia. En nuestro caso, el seguimiento de los pacientes fue relativamente
corto y no se evalu6 la mortalidad a largo plazo.

Numerosos trabajos previos han relacionado valores elevados de KL-6 en sangre

periférica con la progresion, exacerbacion o mortalidad, asociando esos resultados con
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las PFR y la TACAR. Sin embargo, el valor de KL-6 tampoco ha sido definido de forma
contundente para predecir progresion. En poblacion asiatica se ha establecido un punto
de corte de 1000 U/ml, basado en estudios previos con resultados heterogéneos que
oscilaron entre 800-1000 U/ml. Respecto a la exacerbacion aguda (EA), Ohshimo et al.
(135) sugirieron un punto de corte de > 1300 U/ml como predictor de EA, mientras que
otro estudio establecio un punto de corte inferior (946 U/ml) (136).

Diversos estudios han mostrado que las entidades que comparten este fenotipo
fibrosante progresivo presentan una mayor morbimortalidad (15, 137-139). De hecho,
recientemente se ha aprobado el uso de nintedanib como opcion terapéutica para pacientes
con FPP para enlentecer el curso de la enfermedad (140). Por tanto, la identificacion de
herramientas no invasivas como KL-6 podria facilitar la deteccion precoz de la
progresion, y tener un impacto clinico significativo en el manejo de estos pacientes.

Asi pues, los resultados de nuestra cohorte europea mostraron que los niveles de
KL-6 permitieron diferenciar a los pacientes con fenotipo fibrosante progresivo, vy,
ademads, establecer un punto de corte para la progresion que fue llamativamente inferior
al reportado en poblacion asiatica. En este sentido, estos resultados fueron analogos a lo
observado en el primer estudio de esta tesis, con menores valores en nuestra poblacion
que en la poblacién asiatica. Sin embargo, la especificidad del punto de corte que
encontramos para identificar la progresion fue bajo, con un AUC de 0,65. Por ello,
creemos que estos resultados se tienen que analizar cuidadosamente y ser validados en

cohortes mas amplias.

El segundo trabajo de la tesis amplio el estudio de KL-6 sérico con su evaluacion

en LBA, valorando su utilidad en la deteccion de EPID fibrosante y su progresion.
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La broncoscopia es un procedimiento habitual en el estudio de las EPID, con
escasas complicaciones en general y que proporciona informacién del espacio alveolo-
intersticial. Es de utilidad tanto para descartar infecciones como para apoyar el
diagnostico de algunas enfermedades como la proteinosis alveolar, la neumonitis por
hipersensibilidad o la sarcoidosis. Como parte del proceso diagnostico de las EPID, aporta
informacion util cuando se utilizan conjuntamente con parametros clinicos, radioldgicos
y funcionales (141).

Nuestra hipotesis al incluir el LBA en el estudio consistia en asumir una mayor
concentracion de KL-6 tanto en pacientes con EPID fibrotica respecto a EPID no
fibrotica, como en pacientes con enfermedad progresiva versus no progresiva. Todo ello,
como resultado de una mayor actividad reparadora en el espacio alveolo-intersticial y su
deteccion en el LBA. Sin embargo, y de forma inesperada, los resultados de nuestra
cohorte no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos.

Una posible explicacion para la ausencia de diferencia en los niveles entre ambos
grupos podria ser tanto la influencia del estadio evolutivo de la enfermedad en el
momento de la toma de la muestra (fase estable frente a fase aguda), como la localizacion
pulmonar del lavado broncoalveolar.

En general, la literatura disponible muestra una alta variabilidad en los niveles de
KL-6 en LBA, probablemente atribuible a la heterogeneidad de las enfermedad incluidas
en los estudios y a la ausencia de estandarizacion metodologica. Por eso, y en linea con
nuestros resultados, la mayoria de los estudios no establecen puntos de corte clinicamente
validados para KL-6 en LBA.

En nuestro trabajo, las concentraciones de KL-6 sérico fueron superiores a las
obtenidas en LBA, de forma similar a los resultados de series anteriores (119). La

intencion de analizar simultdneamente niveles de KL-6 séricos y en LBA pretendid
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evaluar si habia una traduccion sérica de los cambios fisiopatologicos en el espacio
alveolo-intersticial. Sin embargo, en nuestro estudio no encontramos una correlacion
entre los niveles de KL-6 en sangre y LBA. Estos hallazgos contrastan de algin modo
con los de Kohno et al. (114) que describieron una relacion entre las concentraciones de
KL-6 en sangre y LBA en pacientes con neumonitis aguda, si bien sus resultados no son
directamente comparables, puesto que se utilizo una metodologia analitica diferente
(ELISA) y en poblacion con caracteristicas fisiopatologicas y clinicas distintas.

Una posible hipotesis para explicar esta discordancia entre los valores séricos y
de LBA de KL-6 es, como hemos dicho previamente, la influencia del estadio evolutivo
de la enfermedad en el momento de la obtencion de la muestra. En un contexto clinico
ligeramente diferente como el SDRA, un estudio evidencié niveles de KL-6 en LBA
significativamente superiores a los séricos, lo que podria reflejar una mayor actividad
inflamatoria y reparativa a nivel alveolar durante fases activas de la enfermedad pulmonar
(142). Esta hipotesis todavia no ha sido contrastada de forma so6lida en el ambito de las
EPID.

Otros hallazgos secundarios pero destacados de nuestro estudio pusieron de
manifiesto una correlacion inversa entre las concentraciones de KL-6 en LBA y los
valores de DLCO al inicio del estudio. Esta observacion fue coherente con estudios
previos que demostraron que KL-6 en LBA puede comportarse como un marcador de
enfermedad avanzada (116).

El comportamiento variable de los valores del biomarcador KL-6 en las series
descritas y en la nuestra, pero su clara correlacion inversa con PFR y afectacion
radiologica, nos llevo a considerar su papel dentro de modelos predictivos mas complejos,
capaces de integrar multiples variables con abordajes estadisticos no convencionales. Asi,

se podria valorar de forma mas precisa el riesgo de progresion y/o mortalidad.
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Actualmente, s6lo disponemos de algunas escalas para calcular el riesgo de
progresion o mortalidad, aunque ninguna de ellas incluye biomarcadores (Tabla 12). Las
principales escalas utilizados en pacientes con EPID son el GAP (Gender-Age-
Physiology) (143), el GAP-ILD (144), el CPI (Composite Physiologic Index) (145). De
hecho, uno de los pocos estudios que relaciona el KL-6 con la escala GAP se realizé en
una cohorte griega mostré que valores elevados de KL-6 se asociaron a un peor curso

clinico y supervivencia de la enfermedad (146).

Escala Variables Enfermedades Uso clinico
valoradas
GAP Género, edad, FVC y DLCO | FPI Pronostico
GAP-ILD | Género, edad, FVCy DLCO | EPID, no FPI Pronostico
CPI DLCO, FVC, FEV1 FPly otras EPID | Gravedad y progresion (correlacion
con el grado de fibrosis en TACAR)

Tabla 12: Principales escalas para la valoracion de los pacientes con EPID. DLCO: capacidad
de difusion pulmonar de mondxido de carbono; FVC: capacidad vital forzada; TACAR
Tomografia Axial Computarizada de Alta Resolucion

Asi pues, con las posibles limitaciones de las escalas descritas, en nuestro segundo
estudio desarrollamos un modelo predictivo mediante arboles de decision que incluia una
metodologia con “machine learning”. Esta combind variables clinicas y KL-6 para
identificar, por un lado, a pacientes con enfermedad fibrosante, y por otro, con
enfermedad progresiva.

Un primer modelo generado a partir de las concentraciones séricas de KL-6
mostrd una mejora en la identificacion de pacientes con EPID fibrética cuando se

combinaron con el FEV1 y la FVC. Ademas, estos hallazgos nos mostraron que

aumentando el punto de corte de KL-6 sérico se mejoraba significativamente la
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identificacion de los pacientes con fibrosis, aunque la normalidad de los valores obtenidos
en la FVC sugiere que nuestra cohorte no representd a pacientes con enfermedad
avanzada.

El segundo modelo de arbol de decision fue utilizado para identificar la FPP. A
pesar de que los valores de LBA como unica variable no fueron capaces de predecir la
progresion de los pacientes o identificar el grupo con EPID fibrotica, su combinacion con
variables funcionales mejor6 la probabilidad de la identificacion de estos pacientes.

De este modo, la potencial integracion de los valores de KL-6 con los hallazgos
radiologicos y las PFR como parte de modelos predictivos tiene especial interés en
aquellas enfermedades con potencial fenotipo fibrosante progresivo, permitiendo una

deteccion precoz con posible impacto terapéutico.

LIMITACIONES

Existen distintas consideraciones que se deben de tener en cuenta a la hora de
interpretar los resultados de estas tesis.

El primer estudio se realiz6 en un Unico centro y con un nimero reducido de
pacientes incluidos, si bien nuestro tamafio muestral fue mayor que la mayoria de series
europeas y se realizd de forma prospectiva. Por tanto, los resultados deben ser validados
en cohortes mas amplias. Ambos estudios comparten algunas limitaciones a destacar. La
categorizacion de los patrones radioldgicos no se acompand de una cuantificacion del
grado de fibrosis en la TACAR, si bien todas las imagenes fueron revisadas por un
radidlogo experto en EPID. Por otro lado, la obtencion de las muestras en sangre
periférica y en LBA se realiz6 en el momento del diagnostico, que puede haber variado
entre pacientes y en funcion del estadio evolutivo de su enfermedad, dificultando asi su

interpretacion. Ademas, el seguimiento limitado de los pacientes dificulté un analisis
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especifico de la supervivencia entre los grupos y no permitio realizar mediciones seriadas
de KL-6, lo que proporcionaria una informacion mas detallada de la evolucioén de la
enfermedad. Finalmente, el tamafio reducido de la muestra no permitié6 un analisis
especifico para valorar la capacidad de distincion de KL-6 entre los diferentes tipos de
EPID.

El segundo estudio merece un analisis mas detallado de sus limitaciones. La
inclusion de dos centros obliga a interpretar con cautela los resultados por las posibles
diferencias genéticas y de polimorfismos entre la poblacion espafiola e italiana. Ademas,
no fue posible la obtencion de material bioldgico suficiente para realizar un estudio
genético de ambas poblaciones. Por otro lado, no se dispuso de un grupo control (cohorte
sin EPID) puesto que no se realizd broncoscopia y LBA en sujetos sanos por motivos
éticos. Por ultimo, no se recogieron datos especificos del LBA como la cantidad de

liquido recuperado y la localizacion de obtencion de la muestra.
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8. CONCLUSIONES
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1)

KL-6 es un factor independiente para detectar la presencia de EPID. El punto
de corte optimo de KL-6 sérico para identificar a los pacientes con EPID se
establecid en 465 U/ml en nuestra cohorte espafiola. El punto de corte como

herramienta de cribado fue 307 U/ml.

2) Las concentraciones en plasma de KL-6 se correlacionaron de manera inversa

3)

4)

con la FVC y DLCO, reforzando su posible utilidad como marcador de
progresion. El punto de corte establecido para detectar las EPID con fenotipo
fibrosante progresivo se establecid en 641 U/ml. Para discriminar entre

pacientes con EPID fibrética y no fibrotica el valor 6ptimo fue 566 U/ml.

Los niveles de KL-6 en LBA no permitieron diferenciar a los pacientes con
EPID fibrotica ni predecir su progresion. En global, no se observo correlacion
entre las concentraciones de KL-6 en LBA y en plasma, siendo los niveles

séricos mas elevados en todos los grupos analizados.

La combinacion de KL-6 sérico y en LBA con otras variables y su integracion

en modelos predictivos mejord la identificacion tanto de pacientes con EPID

fibrotica como de pacientes con EPID fibrosante progresiva.
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9. LINEAS DE INVESTIGACION
FUTURA
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A raiz de los resultados de esta tesis, el grupo de investigacion se plantea diversas
lineas de desarrollo con la finalidad de consolidar los hallazgos y la aplicabilidad en
practica clinica de KL-6.

En primer lugar, se valorara el desarrollo de estudios nacionales multicéntricos
con el objetivo de validar los resultados obtenidos en nuestra cohorte. En el contexto de
su utilizacién como herramienta de cribado en pacientes con EAS y riesgo de EPID, se
pretende realizar un estudio conjunto con Reumatologia para validar el punto de corte
obtenido para cribado.

En segundo lugar, anticipamos la inclusion de KL-6 en un modelo que integre
variables clinicas, radioldgicas, funcionales y demograficas, como parte del proceso
futuro de medicina de precision. Este deberia, probablemente, incluir la deteccion y
analisis de elementos relacionados con protedmica, metaboldomica y gendmica, entre

otros.
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Introduction: Krebs von den Lungen 6 (KL-6) is a mucin-1 glycoprotein produced by type Il pneumocytes.
High levels of KL-6 in blood may be found in patients with lung fibrosis. In Asia this biomarker is used for
diagnosis and prognosis in interstitial lung diseases (ILD). There is a lack of information regarding KL-6
cut-off point for diagnosis and prognosis in European population. The aim of this study was to establish
the cut-off point for serum KL-6 associated with the presence of ILD in the Spanish population.

Methods: Prospective study including subjects who underwent chest HRCT, PFTs and autoimmune blood
analysis. Two groups were created: non-ILD subjects and ILD patients. Serum KL-6 concentrations were

Keywords:
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Interstitial lung disease
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Non-specific interstitial pneumonia

measured using a Lumipulse KL-6 reagent assay and the optimal cut-off value was evaluated by a ROC
analysis. Data on demographics and smoking history was also collected.

Results: One hundred seventy-nine patients were included, 102 with ILD. Median serum KL-6 values
overall were 762 U/mL, 1080 (+787)U/mL for the ILD group vs 340 (+£152)U/mL for the non-ILD group
(p<0.0001). The main radiological pattern was NSIP (43%). ROC analysis showed greater specificity (86%)
and sensitivity (82%) for KL-6 465 U/mL for detecting ILD patients. The multivariate logistic regression
model pointed to the male sex, higher KL-6 values, lower FVC and low DLCO values as independent factors
associated with ILD.

Conclusion: Serum KL-6 values greater than 465 U/mL have excellent sensitivity and specificity for detect-

ing ILD in our Spanish cohort. Multicentre studies are needed to validate our results.

© 2024 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abbreviations: ANA, antinuclear antibody; AUC, area under the curve; CLEIA,
chemiluminescent enzyme immunoassay; CTD, connective tissue disease; DLCO,
lung diffusing capacity for carbon monoxide; ENA, extractable nuclear antigen;
FEV1, forced expiratory volume in the first second; FVC, forced vital capacity; HRCT,
high-resolution computed tomography; ILD, interstitial lung disease; IPF, idiopathic
pulmonary fibrosis; KL-6, Krebs von den Lungen; NSIP, non-specific interstitial
pneumonia; PFT, pulmonary function test; ROC, receiver operating characteristic;
SD, standard deviation; STROBE, Strengthening the Reporting of Observational Stud-
ies in Epidemiology; UIP, usual interstitial pneumonia.
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Introduction

Interstitial lung disease (ILD) refers to a heterogenous group
of diseases that mainly affect the alveolar-interstitial space and
that share common features, such as the presence of lung fibrosis.'
Diagnosis is based on clinical, radiological and, if necessary, histo-
logical findings. Follow-up consists mainly of clinical evaluation,
pulmonary function tests (PFTs), and chest high-resolution com-
puted tomography (HRCT). However, there is a growing interest in
serum biomarkers as a non-invasive means of early detection and
follow-up of patients with ILD.

El material y copyright de este articulo pertenecen a la Sociedad Espariola de Neumologia y
Cirugia Toracica (SEPAR).
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The therapeutic and prognostic impact of ILD in connective tis-
sue disease (CTD) is especially important given the high associated
morbidity and mortality.>~* In fact, for all patients with systemic
sclerosis, a recent expert consensus® recommends screening for ILD
that includes HRCT, PFTs, and chest auscultation. Early detection is
crucial since ILD may already be at an advanced stage by the time
symptoms appear or PFT results are altered.

Krebs von den Lungen 6 (KL-6) is a mucin-1 glycoprotein
produced by type Il pneumocytes. High levels of alveolar KL-
6° and blood KL-67 may be found in patients with lung fibrosis
due to epithelial damage, pneumocyte regenerating activity, and
increased vascular permeability.

KL-6 has been extensively studied in Asia,® mainly in the
Japanese population, where values are used in current clinical prac-
tice to diagnose? and especially to evaluate ILD progression. KL-6
implications for idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) diagnosis and
prognosis'® has also been explored for fibrosing lung diseases asso-
ciated with CTD,'!'2 including systemic sclerosis.!?

Nonetheless, thereis alack of information regarding KL-6 cut-off
points, diagnostic and prognostic value for the European popula-
tion. Therefore, the aim of this study was to establish the cut-off
point for serum KL-6 associated with the presence of ILD in the
Spanish population.

Material and Methods
Study Design

Our prospective study, performed at Hospital de la Santa Creu
i Sant Pau (Barcelona, Spain) from September 2016 to July 2018,
was approved by the Hospital Ethics Committee and complied with
all clinical guidelines (protocol code: IIBSP-EPI-2018-108). Patients
signed an informed consent before inclusion in the study. Results
are reported following “Strengthening the Reporting of Observa-
tional Studies in Epidemiology” (STROBE) guidelines.'*

Population

Patients from the respiratory medicine and rheumatology out-
patients clinic were prospectively recruited. Inclusion criteria were
age more than 18 years old, ability to perform PFTs and chest HRCT
performed within the last 6 months before inclusion. In the ILD
group, we included patients with interstitial lung involvement on
chest HCRT following the Fleischner’s society criteria.'> Note that
this group was composed by all ILD aetiologies including CTD. The
non-ILD group included healthy subjects that underwent a chest
HCRT for other reasons (patients under study of pulmonary familiar
fibrosis, cases of resolved post-infectious organizing pneumonia),
patients with other respiratory conditions (e.g. asthma, bronchiec-
tasis, COPD and pulmonary embolism) and CTD patients with no
HRCT evidence of ILD. Exclusion criteria were the inability to per-
form PFTs and unsigned informed consent.

Patients were diagnosed following current guidelines and were
managed independently for the purpose of the study. ILD cases
were reviewed by a multidisciplinary decision committee.

Data Collection

All included patients underwent complete blood analysis
including serological antinuclear antibody (ANA) and extractable
nuclear antigen (ENA) screening to test for autoimmunity and
serum KL-6. PFTs, including spirometry, and diffusing capacity
for carbon monoxide (DLCO) (helium dilution technique; Master
Screen Body Diffusion, Jaeger) were also performed. PFT results
and reference values were those recommended by the relevant
European and Spanish societies.'®~'8 Data were also collected on
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demographics, smoking history, comorbidities, and pharmacolog-
ical treatment. All subjects underwent HRCT that was reviewed
by a radiologist with ILD expertise (TF). Fleischner Society recom-
mendations were followed for imaging procedures and radiology
pattern classification.!%-20

KL-6 Analysis

Serum KL-6 concentrations, expressed in U/mL, were measured
using a Lumipulse KL-6 reagent assay (Fujirebio Europe, NV) based
on the chemiluminescent enzyme immunoassay (CLEIA) technol-
ogy, following manufacturer instructions.

Statistical Analysis

Continuous data were summarized in terms of the number of
observations, mean, standard deviation (SD), median, minimum,
maximum, and first and third quartiles. Categorical data were sum-
marized in terms of the number of subjects (N), frequency counts
(n), and percentages (%). Statistical significance (p-value) in com-
paring the ILD and non-ILD groups was determined by the Student
t-test for quantitative variables, Fisher’s exact test for categorical
variables, and the Mantel-Haenszel exact test for ordinal variables.
Spearman’s correlation coefficient was calculated to check for cor-
relation between FVC and KL-6. p-Values for test multiplicity were
not corrected.

The usefulness of serum KL-6 as a diagnostic biomarker for
ILDs was evaluated by receiver operating characteristic (ROC) area
under the curve (AUC) analysis. The optimal cut-off value to dis-
criminate patients with ILD from healthy subjects or non-ILD
patients was determined by Youden’s | statistic, and the associated
contingency table (cut-off value vs presence of ILD) summarized
results for accuracy, disagreement, sensitivity, specificity, false pos-
itives, false negatives, positive predicted values, negative predicted
values, Kappa index values, and McNemar's p-values. Also analyzed
was a contingency table with a 5% false positive rate and 95% sen-
sitivity. Logistic regression analysis was conducted to analyze how
sex, FVC values, and KL-6 levels modified the ILD risk, and a condi-
tional inference tree was computed using KL-6 and sex as predictors
of ILD.

All statistical analyses were performed using SAS® Version 9.4
TS1MS5 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) in a secure and validated
environment.

Results

A total of 179 patients were included, 102 with ILD. Mean (SD)
age was 65.4 (12.9) years and 58% (n=104) were women. The main
characteristics of the ILD and non-ILD groups are summarized in
Table 1. There were statistically significant differences between the
ILD and non-ILD groups regarding age and sex, but not smoking
history.

Diagnoses (after multidisciplinary committee discussion) were
as follows: IPF, 7 (6.9%); fibrotic non-specific interstitial pneumoni-
tis (NSIP), 9 (8.9%); and fibrotic hypersensitivity pneumonitis, 9
(8.9%). Systemic sclerosis and Sjogren syndrome were the most
prevalent CTDs in the ILD group patients: 16 (15.7%) and 14 (13.7%),
respectively (see all ILD etiologies/diagnoses in Supplementary
material Table 1).

The main radiological pattern was NSIP in 77 patients (43%),
followed by usual interstitial pneumonia (UIP) in 57 (32%). Sub-
analysis by radiological pattern showed statistically significant
differences between the UIP and non-UIP groups for FVC <70%,
DLCO, sex, and age but not for baseline KL-6 (see Supplementary
material Table 2).
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Table 1
Patient Demographic, Clinical, and Functional Respiratory Test Characteristics.
Total (n=179) ILD (n=102) Non-ILD (n=77) p-Value

Sex, n (%)

Male 75 (41.9%) 55 (53.9%) 20 (26.0%) 0.0002°

Female 104 (58.1%) 47 (46.1%) 57 (74.0%)
Age, years

Mean (SD) 65.4(12.9) 69.2(11.7) 60.4(12.7) <0.0001°
Smoking, n (%)

Never 99 (53.3%) 52 (51.0%) 47 (61.0%) 0.3341¢

Formerly 58 (32.4%) 37 (36.3%) 21(27.3%)

Currently 22(12.3%) 13 (12.7%) 9(11.7%)
FVC (L)

Mean (SD) 32(1.0) 2.9(0.9) 3.6(1.0) <0.0001>
FVC %

Mean (SD) 91.8(21.7) 82.2(19.7) 105.0(16.7) <0.0001"
FVC <70%, 1 (%)

No 146 (83.0%) 75 (73.5%) 71(95.9%)

Yes 30 (17.0%) 27 (26.5%) 3(4.1%) <0.0001°
DLCO, mL/min/mmHg

Mean (SD) 16.4(6.2) 14.4(5.7) 19.3(5.6) <0.0001>
DLCO initial value, %

Mean (SD) 72.7 (20.9) 64.6 (19.3) 83.8(17.8) <0.0001>
KL-6, U/mL

Mean (SD) 762.0 (704.7) 1080.1(787.7) 340.7 (152.0) <0.0001"
Initial treatment

No 146 (83.4%) 81(80.2%) 65 (87.8%) 0.2192°

Yes 29 (16.6%) 20 (19.8%) 9(12.2%) 0.2192°

DLCO: lung diffusing capacity for carbon monoxide; FVC: forced vital capacity; ILD: interstitial lung disease; KL-6: Krebs von den Lungen; SD: standard deviation.

@ Fisher's exact test.
b Independent Student t-test.
¢ Mantel-Haenszel exact test.

Mean (SD) FVC was 91.8% (21.7%) and mean (SD) DLCO was
72.7% (21%). Statistically significant difference was observed for
FVC and DLCO between the ILD group and the non-ILD group
(p<0.01). Group sub-analysis according to FVC >70% vs <70%
revealed differences in KL-6, DLCO, UIP vs non-UIP radiology pat-
terns, and sex. No differences were found with respect to age or
smoking history (Table 2).

KL-6 Values and ROC Analysis

Mean (SD) serum KL-6 values overall were 762 (704) U/mL, and
were 1080 (787)U/mL for the ILD group vs 340 (152) U/mL for the
non-ILD group (p <0.0001).

Fig. 1 depicts results of the ROC analysis using AUC, showing
greater specificity (86%) and sensitivity (82%) for KL-6 >465 U/mL
for patients with ILD. ROC analysis to determine the optimal cut-
off value for screening purposes showed 95% sensitivity for KL-6
>307 U/mL. Fig. 2 depicts sensitivity and specificity values accord-
ing to KL-6 values and the chosen cut-off points.

In order to establish a better correlation between KL-6 values
and PFT we performed a secondary ROC analysis to identify ILD
based on FVC and DLCO ranges. An optimal KL-6 cut-off point was
449 U/mL for FVC greater than 80% group (sensitivity 83%, speci-
ficity 81%) and 942 U/mL for FVC between 50 and 80%. As for DLCO,
the optimal cut-off was 424 U/mL for DLCO greater than 80% (sensi-
tivity 82%, specificity 74%), 469 U/mL for DLCO between 50 and 80%
and 489 U/mL for DLCO <50% (see Supplementary material Figs. 1
and 2).

Sub-analyses of ILD, ILD-CTD, non-ILD, and non-ILD-CTD groups
revealed no statistically significant differences in KL-6 values
between the ILD and ILD-CTD groups, or between the non-ILD and
non-ILD-CTD groups.

Table 2

Patients Characteristics According to FVC <70%.

FVC>70% FVC <70% p-Value
(n=146) (n=30)
Sex
Male 56 (38.4%) 18 (60.0%) 0.0413*
Female 90 (61.6%) 12 (40.0%)
e
Mean (SD) 64.5(13.0) 68.5(12.4) 0.1243°
Tobacco history
Never 80 (54.8%) 16 (53.3%) 0.7773¢
Former smoker 46 (31.5%) 12 (40.0%)
Smoker 20 (13.7%) 2(6.7%)
DLCO (%) initial
Mean (SD) 76.4(19.2) 494 (15.2) <0.0001>
KL-6 value
Mean (SD) 653.2 (547.2) 1340.5 (1058.4) 0.0015
HRCT pattern
Non-UIP 59 (78.7%) 15 (55.6%) 0.0261°
uIp 16 (21.3%) 12 (44.4%)
uip 16 (21.3%) 12 (44.4%)

DLCO: lung diffusing capacity for carbon monoxide; FVC: forced vital capacity;
HRCT: high-resolution computed tomography; KL-6: Krebs von den Lungen; SD:
standard deviation.

@ Fisher’s exact test.

b Independent Student t-test.

¢ Mantel-Haenszel exact test.

The multivariate logistic regression model pointed to male sex,
higher KL-6 values, lower FVC and low DLCO values as independent
factors associated with ILD (Table 3).

Finally, Fig. 3 depicts the conditional inference tree model to
facilitate ILD prediction/identification, starting with an initial KL-6
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1.0 Discussion

0.9 The serum KL-6 cut-off value for ILD diagnosis in the European
population has not been elucidated. In this prospective study, we
08 found that 465 U/mL was the optimal KL-6 cut-off for the presence
0.7 of ILD, while a KL-6 cut-off of 307 U/mL showed greater sensitivity
for screening purpose. As reported in other series,”?! serum KL-6
0.6 levels are independently correlated with the presence of ILD. Our
g population showed a wide range of KL-6 values. This variability
g 057 might be attributed to the diverse ILD etiologies and the varying

* e . :1-197987_0 5 degrees of disease extension and activity at the time of inclusion.
v;m;,mf,)'ﬂ;n; ) High variability in KL-6 cut-off values for ILD diagnostic pur-
0.3 Optimal cut-off: 465.0000 poses has been observed in different populations. In Asian cohorts,
02 i::gfg:gég::;:g:gg; mainly Japanese, the optimal cut-off is'around 500 U/mL,zz’25 a
Accuracy: 0.84 (0.78;0.89) value that differs from those reported in the few studies of KL-
014 ::f?]“l;‘(‘;"::f‘;‘s‘;’) 6 that exist for European populations. A small-scale retrospective
PPV: 0.8 (0.80;0.94) Irish study with 34 patients?® reported an optimal KL-6 cut-off of
0.0 - NPV: 0.79 (0.68;0.87) ‘ 459 U/mL, similar to that of our cohort. In contrast, for a retrospec-

tive French series of 75 patients, aimed at detecting ILD in patients
with systemic sclerosis, a higher KL-6 value of 872U/mL was
reported, with specificity of 95%.27 Horimasu et al.2® performed a
Fig. 1. ROC analysis using area under curve. landmark large-scale study (453 subjects) that compared serum KL-
6 levels in German and Japanese ILD patients and healthy subjects,
and also evaluated MUCT polymorphisms that could affect KL-6
levels; the authors reported an optimal cut-off value of 659 U/mL
for the German subjects and 461 U/mL for the Japanese subjects,
value of 364 U/mL and then including sex and a second KL-6 value concludlpg, after a ggnotype aﬁalysls,l that this cut-off difference
- was partially due to different distributions of the MUCT rs4072037
of 650U/mL. In men compared to women, the probability of ILD .
. o P genotypes. Moreover, and as was the case in our study, KL-6 was
increased by 40% when KL-6 was below 364 U/mL. Considering only X
e 3 found to be an independent factor for ILD presence and was not
the KL-6 value, the probability increased by 95% from 650 U/mL . .
correlated with age or smoking.

T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
1 - Specificity

onwards.
8
5
6
" £ — Accuracy
" — Sensitivity
— Spedificity
g4
S 250 & 1000 1250 150 D 2000 2250 2500 2750 30C ) 3500 3750 400C
KL6 Result
Fig. 2. Evolution of sensitivity and specificity depending on KL-6 values.
Table 3
Prognostic Factors for Interstitial Lung Disease.
N=152 Logistic Multivariate Model
OR 95% Cl 95% Cl Wald Test
Lower Limit Upper Limit p-Value
Gender (male vs female) 2,57 137 483 0.0032
FVC (%) 0.94 0.90 0.98 0.0036
DLCO (%) 0.96 0.93 0.99 0.0169
KL-6 (for each increase of 100 units) 233 1.57 3.46 <0.0001

OR: odds ratio; CI: confidence interval; DLCO: lung diffusing capacity for carbon monoxide; FVC: forced vital capacity; KL-6: Krebs von den Lungen.
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Fig. 3. Decision tree model.

The findings of Horimasu et al.?® reinforce the hypothesis of vari-
ations between populations and also point to differences reflecting
different genetic bases. This would suggest that KL-6 values are not
absolute and that KL-6 cut-off values may need to be established
and validated for specific populations.

Another finding for our cohort was an optimal KL-6 cut-off
for ILD screening purposes of 307 U/mL with up to 95% sen-
sitivity. This high sensitivity was kept in a subgroup analysis
with preserve PFT, which highlights KL-6 utility for early stages
of disease. Early diagnosis of ILD is currently a challenge, par-
ticularly for ILD-CTD, as diagnostic delay*°~>! has a significant
impact on survival.’?> Further investigations are needed to facili-
tate early detection aimed at changing the natural course of this
disease.

Drawing on the logistic regression analysis, we created a con-
ditional inference tree based on KL-6 values and sex, as potentially
useful to predict ILD. A recent study also used a decision tree to
predict ILD, but based on smoking history and age as well as KL-
6 levels.>> We suggest that our simple screening tool, based on
KL-6 and sex, may be useful in clinical practice for ILD screening
purposes.

Regarding radiology findings, NSIP was the main pattern (43%)
followed by UIP (32%).In a subgroup analysis comparing the UIP and
non-UIP groups, no statistically significant differences in serum KL-
6 values were evident, a finding similar to other studies that found
no KL-6 level differences between patients with UIP and NSIP.>435

Our subgroup analysis for FVC pointed to higher KL-6 levels
in patients with FVC <70%, corroborating the study by Horimasu
et al.,”® who reported that serum KL-6 levels were inversely cor-
related with FVC and DLCO values. A correlation between KL-6
baseline levels and the annual changes of PFTs has also been found
in another recent study.>®

The main limitations of our study are its single-centre nature
and the relatively small number of included patients. Furthermore,
although radiology patterns were established, the degree of fibrosis
was not quantified in the HRCT scans. As a strength, our study was
prospective and included a control group.

Conclusions

Our data show that serum KL-6 values greater than 465 U/mL
have excellent sensitivity and specificity for detecting ILD. KL-6 val-
ues could be used to screen for ILD risk for instance in patients with
CTD. Multicentre studies are needed to validate our results.
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