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1. INTRODUGAO




Estima-se que nos Estados Unidos mais de 1,5 milhdo de casos de derrame
pleural sejam diagnosticados por ano (Feller-Kopman e Light, 2018). A maioria dos
casos resultantes de insuficiéncia cardiaca congestiva, pneumonia e céancer. O
pneumotdrax espontdneo nessa publicacdo afetava aproximadamente 20.000
pacientes, a incidéncia de pneumotérax iatrogénico foi semelhante. Nos ultimos anos,
avangos substanciais foram feitos em nossa compreensdo da biologia pleural e
fisiopatologia relacionadas ao liquido pleural e células mesoteliais, bem como no
tratamento de derrames parapneumonicos, empiema e derrames pleurais malignos e
transudativos. Independentemente da causa, os objetivos do atendimento ao paciente
sdo o diagndstico rapido e eficaz, com intervengdes minimamente invasivas que
evitem a necessidade de multiplos procedimentos, minimizem os dias de internagao e

maximizem a qualidade de vida (Feller-Kopman e Light, 2018).

1.1. Conceito de derrame pleural

O derrame pleural ndo € uma doenga, mas uma complicacdo causada por
varias doengas. Ou seja, trata-se de uma sindrome. A sindrome do derrame pleural
(SDP) ainda é cercada de desafios em sua etiologia. Isto se deve pela escassez de
biomarcadores diagnosticos que indiquem, com elevadas sensibilidade e
especificidade a doenga causal (Roberts et al., 2023).

Mesmo adotando um apurado algoritmo de investigagédo, podemos nos deparar
com os derrames pleurais de causa indeterminada (DPCI), os quais ocorrem em cerca
de 20% dos casos. Para se assumir como sendo DPCI todo roteiro de procedimentos
e exames deve ter sido percorrido, ou seja, revisao clinica, imagens do térax, analise

do liquido pleural e soro. Mandatoriamente, os pacientes devem ser seguidos ao longo
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do tempo a fim de terem seus parametros clinicos, laboratoriais reavaliados na
expectativa que a causa seja esclarecida sequencialmente (Hooper et al., 2010;
Villena et al., 2014). Cabe lembrar que o caminho para o diagndstico causal de um

paciente com SDP deve ser multidisciplinar.

1.2. Anatomia, fisiologia e patologia pleural

Do ponto de vista anatdbmico, a pleura parietal recobre a parede toracica e a
visceral envolve os pulmdes, formando o espaco pleural que embora seja considerado
virtual, as consequéncias do seu comprometimento sao reais (Charalampidis et al.,
2015).

Fisiologicamente, a cavidade pleural tem pressao subatmosférica ou “negativa”
variando de -3 a -5 cm de H20 em virtude do balango pressérico entre a forca de
recolhimento elastico dos pulmdes em contraposi¢cao aquela exercida em sentido
oposto pela parede toracica. O gradiente pressorico se mantém em niveis de
negatividade e a fungc&o de evitar micro atelectasias pulmonares quando os pulmdes
se encontram em suas capacidades residuais funcionais (Ferreiro et al., 2024). No
entanto, os elefantes ndo possuem um espaco pleural. Em vez disso, possuem
camadas de tecido conjuntivo denso e frouxo entre o pulm&o e a parede toracica.
Curiosamente, postula-se que, se os elefantes tivessem um espaco pleural, o
gradiente de pressédo entre a atmosfera e seu térax submerso (aproximadamente 150
mm Hg) em um rio, romperia 0s pequenos capilares pleurais e criaria grandes
derrames pleurais transudativos (West, 2002).

Do ponto de vista patolégico, a pleura pode ser envolvida direta ou

indiretamente por doengas locais e sistémicas. O resultado comum, tanto numa
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situagdo como na outra € o surgimento de liquido pleural entre os folhetos parietal e
visceral, determinando a SDP. Portanto, ao se deparar com tal condicdo, torna-se
fundamental a investigagédo do fator desencadeante, uma vez que a cavidade pleural
€ uma verdadeira “janela” para o diagnostico de diversas enfermidades (Ferreiro et

al., 2024).

1.3. Conceitos e exemplos de transudatos e exsudatos pleurais

Na primeira etapa para o diagnéstico diferencial € necessaria a diferenciagao
se o liquido pleural € um transudato ou exsudato. Caso a primeira possibilidade seja
definida, estaremos diante de uma condigao na qual a pleura ndo apresenta doencas
diretamente, e sim o acumulo de liquido o fara por fatores sistémicos. Ja o exsudato
aponta para existéncia de algum processo inflamatério e/ou neoplasico envolvento
diretamente a pleura, ou seja, ha doencga local a ser identificada (Feller-Kopman e
Light, 2018).

No transudato pleural, a causa mais frequente € a insuficiéncia cardiaca
congestiva, tendo como outras causas importantes, porém com menor prevaléncia, o
hidrotorax hepatico e a sindrome nefrética, entre outras (Feller-Kopman e Light,
2018). Em comum a essas causas de derrame pleural esta a baixa concentragao de
proteinas totais no liquido pleural, ja que fisiopatologicamente o mecanismo envolvido
se deve ao desequilibrio entre a pressao hidrostatica capilar elevada e a oncaética no
espaco pleural, favorecendo o acumulo de liquido em sua cavidade. O liquido pleural

normal é claro e incolor com teor proteico inferior a 2,5 g/dL (Quadro 1).
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QUADRO 1 - CAUSAS DE LIQUIDO PLEURAL
TRANSUDATIVO
TRANSUDATOS PLEURAIS

Insuficiéncia cardiaca congestiva
Cirrose hepatica

Sindrome nefrética
Glomerulonefrite

Dialise peritoneal
Hipoalbuminemia (<1,5 mg/dL)
Atelectasia

Obstrugéo de veia cava superior
Pulméao encarcerado

Sarcoidose

Mixedema

Shunt ventriculo pleural de liquor
Urinotorax

Hipertenséao arterial pulmonar
Tromboembolismo pulmonar
Pericardite

Migracao extravascular de cateter venoso central

Fonte: Feller-Kopman e Light, 2018

Os derrames pleurais exsudativos, em razdo do processo pleural primario
sendo inflamatério ou infeccioso, apresentam-se ricos em proteinas e desidrogenase
latica (DHL), entre outros parametros. A elevada concentracéo de proteinas totais
determina a elevacdo da pressao oncoética. Como consequéncia, o fluxo de liquido
pleural caminha em direcdo ao espaco pleural por aumento da pressao oncatica,
superando a capacidade de sua reabsorcao pelos vasos linfaticos da pleura parietal
(Feller-Kopman e Light, 2018).

No entanto, derrames de causa neoplasica podem se apresentar sem que
estejam presentes os parametros usualmente esperados e que indicariam um
exsudato. Cerca de 8 a 10% dos transudatos pleurais podem ser devidos a diversos
tipos de cancer. Outra apresentacédo desafiadora sao os derrames paramalignos, nos
quais o liquido tera caracteristicas transudativas e citologia neoplasica repetidamente

negativa. A razdo aventada para o referido quadro se deve a algum mecanismo que
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impeca o pulmao de se expandir (“trapped lung”), por exemplo a presenga de tumor
endobrdnquico levando a atelectasia obstrutiva (Roberts et al., 2023). Nesses casos
o procedimento de VATS e/ou broncoscopia e/ou mediastinoscopia com exames no
liquido pleural, analise de tecido pleural e/ou brdénquico e/ou outros se fazem

necessarios (Quadro 2; Roberts et al., 2023).

QUADRO 2 - CAUSAS DE LIQUIDO PLEURAL
EXSUDATIVO
EXSUDATOS PLEURAIS

Infecgdes: viral, tuberculose, bactérias, fungos e parasitas
Neoplasias: pleura ou metastaticas

Paramalignidades: atelectasias, obstrugéo brénquica, pleurite por
irradiacdo, outras

Tromboembolismo pulmonar

Doengas abdominais: pancreatite, colecistites, abscessos
hepaticos ou esplénicos, perfuragéo esofagiana, outras
Miocardite ou pericardite

Ginecoldgicas: Sindrome de Meigs, hiperestimulagéo ovariana,
complicagdes pos-parto, outras

Colagenoses vasculares: artrite reumatoide, lUpus eritematose
sistémico, granulomatoses com poliangeite, outras
Medicamentos: nitrofurantoina, amiodarona, beta-bloquadores,
outros

Hemotorax

Quilotorax: traumatismo ou linfomas

Sarcoidose

Linfomas

Pseudoquilotérax: tuberculose, artrite reumatoide, derrames
pleurais cronicos

Miscelancia; asbestose pleural, sindrome da unha amarela, uremia,
amiloidose, endometriose, queimadura elétrica, iatrogenia, outros

Fonte: Feller-Kopman e Light, 2018

1.4. Critérios de Light e Maranhao e Silva Junior para classificar exsudatos e

transudatos pleurais

A SDP é conhecida pela variedade de apresentacdes, causas, caracteristicas
bioquimicas, citolégicas e imunoldgicas, requerendo avaliagdo metddica e sistematica
para, inicialmente ocorrer a diferenciacdo entre exsudato e transudato e, em seguida

a definicdo causal final. Ainda ha escassez de testes diagndsticos que possam ser

Introducao



empregados isoladamente com potencial para o alcance de tal propdsito. E € neste
contexto que ha décadas diversas estratégias de analise do liquido pleural vém sendo
propostas com rendimentos diagndsticos e complexidades variadas (Lin et al., 2021).

Classicamente o critério de Light € empregado na separagao de liquidos
transudativos e exsudativos, tendo sido descrito pela primeira vez por Richard Light
em 1972 (Light et al., 1972). Por este critério, as relagdes entre proteinas totais séricas
e do liquido pleural (LP) = 0,5, da DHL sérica e LP = 0,6 e a dosagem total de DHL
pleural =2 200 U/L classificam o derrame como sendo um exsudato pleural. Em relacéo
a DHL, passou-se posteriormente a ser usada para o LP a contagem acima de 2/3 do
valor do plasma, substituindo o valor absoluto de = 200 U/L como parametro na
avaliagao em paralelo com os demais descritos. No entanto, este critério, apesar de
amplamente utilizado pode diagnosticar transudatos como exsudatos em cerca de
25% dos casos se o paciente encontra-se em uso de diuréticos. Isto pode ser critico
e induzir a uma classificagdo equivocada em pacientes com insuficiéncia cardiaca
congestiva, usuarios habituais desta classe farmacolégica. Por outro lado, a
necessidade de se obter amostra sanguinea paralelamente a coleta do liquido pleural
reduz a praticidade do critério de Light (Light et al., 1972).

Pelas razdes mencionadas, a ciéncia segue na busca por critérios que
diferenciem transudatos de exsudatos pleurais com acuracia confiavel e que necessite
apenas do liquido pleural como fonte das informagdes para a elucidagao diagnostica
da SDP (Maranhao et al., 2010).

Neste sentido, o critério de Maranh&o e Silva Junior (2010) avangou no
propdsito de se utilizar apenas o liquido pleural (LP) como material bioldgico para
investigacdo pela dosagem da DHL e proteinas totais. Foram por este critério

alcangadas elevadas sensibilidade (99,4%), especificidade (72,6%) e acuracia
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(99,2%) para o diagnostico de exsudato quando dosados no LP acima de 328 U/L e
3,4 g/dL, respectivamente. Comparando-se com o critério classico de Light, a acuracia
foi significativamente maior (P=0,0022) com o critério de Maranhao e Silva Junior
(Maranhao et al., 2010).

Todavia, ainda ha espaco para se continuar a procura de critérios para
classificar transudatos e exsudatos pleurais. Assim, determinar a presencga da doenca
causal com dosagem unica de biomarcadores no LP é extremamente importante

(Maranhao et al., 2010).

1.5. Adenosina desaminase

A enzima adenosina desaminase (ADA) vem sendo considerada ao longo dos
anos como um biomarcador util no diagnéstico da tuberculose pleural. A ADA é
encontrada em diversas células, predominantemente nos monacitos e linfocitos, os
quais sdo encontrados em abundancia nos derrames pleurais tuberculosos. Em
regides de alta prevaléncia de tuberculose e na presenca de derrame linfocitico, pode-
se fortemente suspeitar desta origem diante da dosagem da ADA total acima de 30
U/L ou 40 U/L, dependendo do método usado para avaliar sua atividade no liquido
pleural (Silva Junior et al., 2013). Outras condigbes inflamatérias também respondem
pela elevacao da ADA no liquido pleural, como por exemplo, nos derrames pleurais
parapneumonicos complicados e empiemas pleurais. Isto porque a ADA tém um
importante papel na modulagéo imunoldgica e inflamatdria da cavidade pleural quando
presente um derrame exsudativo (Silva Junior et al., 2013). De especial interesse sao

os niveis elevados de ADA nos empiemas pleurais e linfomas (Yao et al., 2014).

Introducao



Tendo em vista a observacdo anterior, o pensamento de que ADA é um
biomarcador de tuberculose pleural pode ser considerada uma analise puramente
simplista. Ou seja, ha potencialidades diagndsticas que precisam ser exploradas em
relagdo a esta enzima, uma vez que € um parametro exequivel em boa parte dos
laboratérios de patologia clinica, permitindo sua utilizagdo como exame ou
biomarcador isolado no liquido pleural apés uma toracocentese e dispensando a
realizacdo da classica biopsia pleural fechada com agulha de Cope (Behrsin et al.,
2015).

Interessante observar que o grau de gravidade da resposta inflamatéria e a
relagao da atividade da ADA com as alteragdes da fungao pulmonar foram revelados
em grupos de pacientes com tuberculose (TB) pulmonar com doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC). Em pacientes com TB pulmonar, o papel principal da ADA
foi desempenhado pela isoenzima adenosina desaminase extracelular 2 (ADA-2), e
em pacientes com TB pulmonar tendo a DPOC como comorbidade, a principal
atividade encontrada foi da ADA intracelular 1 (ADA-1). Os autores concluiram que a
atividade da ADA reflete a gravidade da obstrugdo em pacientes portadores de TB
pulmonar com DPOC (Kiryukhina et al., 2018).

A ADA é encontrada em todo organismo humano, especialmente em 6rgéos
linféides como baco, timo e linfonodos. Possui nestas localizagbes atividade mais
notavel em linfocitos T do que em células B. Esta enzima pode ser de localizagao
citoplasmatica ou na superficie celular. Como ectoenzima, ou seja, na superficie das
células hematopoiéticas, atua estimulando os linfocitos. Possui agdo de catalisar o
nucleosideo adenosina e 2’ desoxiadenosina em inosina e 2’ desoxinosina. Sua
atividade regula as concentragdes de adenosina intra e extracelular, que representa

um produto de degradac&o do nucleotideo adenina. A ADA total é a soma de duas
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isoenzimas, a ADA 1 e ADA 2. A principal isoenzima € a ADA 1 que, além de estar
presente nos tecidos em geral e hemacias, encontra-se em menor proporgao
circulando livremente no plasma. Ela atua desenvolvendo o sistema imune adaptativo,
principalmente a proliferagao de linfocitos, reduzindo a atividade da adenosina por seu
mecanismo catalitico, a qual possui atividade imunossupressora. Assim, € importante
concluir que a ADA-1 degrada a adenosina intracelular, e ADA-2 participa da
desaminagao da adenosina extracelular (Silva Junior et al., 2013).

A hipétese formulada nesse trabalho foi que a ADA total pleural (ADA-P)
podera ser util na discriminagdo dos derrames exsudativos como dosagem unica no
liquido pleural. Esta possibilidade permite grande simplificacdo da propedéutica que
se faz necessaria diante de um paciente portador de SDP, configurando-se em mais
uma alternativa diagndstica com outros critérios bioquimicos presentes na literatura

(Porcel et al., 2001; Lin et al., 2021)

Introducao
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2. OBJETIVOS
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2.1 Geral

Avaliar a enzima adenosina desaminase total pleural (ADA-P) como um
biomarcador capaz de auxiliar na classificacdo de transudatos e exsudatos pleurais

utilizando unicamente o liquido pleural como material biologico.

2.2 Especificos:

e Calcular o valor de referéncia ou ponto de corte da ADA-P para classificar
exsudatos e transudatos pleurais utilizando o critério da razdo de
verossimilhanga positiva maxima no espacgo da curva ROC (“Receiver Operator

Characteristic”);

e Avaliar os parametros diagnosticos da ADA-P para classificar exsudatos e
transudatos pleurais utilizando o valor de referéncia com o critério da razao de

verossimilhanga positiva maxima no espaco da curva ROC,;

e Avaliar se o biomarcador ADA-P possui discriminagao, validacdo interna,

calibracéo e utilidade clinica para classificar exsudatos e transudatos pleurais.

Objetivos
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3. CASUISTICA E METODOS
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3.1 Diretrizes, Delineamento, Populagao do Estudo, Critérios de Selegcdo e

Tamanho da Amostra

As diretrizes “Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy Studies
(STARD)” e “The Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology (STROBE) foram consultadas para melhorar a qualidade de nossa
pesquisa (Bossuyt et al, 2015; Elm et al., 2007). A pesquisa foi um estudo
observacional com uma coorte retrospectiva, conduzida de marco de 2015 a
dezembro de 2019, em dois hospitais universitarios no estado do Rio de Janeiro,
Brasil. O Comité de Etica do CEP CMM/HUAP aprovou este estudo, que foi conduzido
de acordo com as diretrizes da Declaracéo de Helsinque, sob o numero 80/02 (Anexo
1). A plataforma Brasil também aprovou esse projeto como o CAAE numero
48946121.9.0000.5243, em 10 de setembro de 2021, com o titulo “Desenvolvimento,
discriminagao e calibragcdes por validagdes interna e externa, para um estudo com
delineamento observacional com finalidade de acuracia diagnostica e modelos de
previsdo com adenosina desaminase e outros biomarcadores oriundos de
toracocentese e/ou cirurgia toracica videoassistida para diagnodstico de transudatos,
exsudatos, tuberculose e outras causas de sindrome de derrame pleural no Brasil”
(Anexo 1). Um termo de consentimento informado para esta pesquisa foi obtido de

todos os pacientes (Anexo 2).

Casuistica e Métodos
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3.2. Critérios diagnésticos de inclusdo de pacientes e laboratoriais de amostras

de liquido pleural

Os exames padronizados para diagnostico da SDP foram histéria clinica,
exame fisico, radiografia de térax e ultrassonografia pleural. Se necessario, exames
de imagem adicionais eram solicitados, como por exemplo, tomografia
computadorizada de térax convencional sem contraste, tomografia de térax por
emissao de positrons e ressonancia magnética do térax (Roberts et al., 2013).

O diagndstico causal da SDP foi confirmado apés um ou dois procedimentos
de toracocentese guiada por ultrassonografia transtoracica extracardiaca (ETUS) para
retirada de amostras de liquido pleural para avaliagao laboratorial, de acordo com a
sequéncia diagnéstica propostas por diretrizes para elucidagdo da causa da SDP
(Hooper et al., 2010; Roberts et al., 2013).

Amostras de liquido pleural (LP) foram coletadas de individuos sem diagnéstico
etiologico da SDP. Uma amostra extra de LP sempre era armazenada no freezer (-20
graus Celsius), em frasco seco, estéril, sem anticoagulante, para outros exames ou
biomarcadores além dos rotineiros a fim de complementar a investigagao diagndstica
para etiologias inicialmente ndo suspeitadas. As avaliagbes de aparéncia, odor,
leucometria, analise citopatolégica e ensaios bioquimicos (proteinas totais,
desidrogenase lactica, glicose, proteina C reativa titulada, pH, amilase, triglicerideos
e colesterol total e peptideo natriurético do tipo B), além, de biomarcadores para
doencgas do tecido conectivo, infecgdes bacterianas, virais e TB pleural. O diagnostico
de transudato ou exsudato pleural foi confirmado pelo critério de Maranhao e Silva
Junior (Maranhao et al, 2010). Este foi validado segundo o critério de Light, porém

com dosagens de proteina total e desidrogenase lactica (LDH) total somente no LP
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(Light et al., 1972). Caso a SDP persistisse sem diagndstico causal, o paciente era
encaminhado para um procedimento de cirurgia toracica video-assistida (VATS) com
indicagao de bidpsia pleural para diagndstico histopatologico, se necessario (Eze et
al., 2022).

Cabe ressaltar que o paradigma classico de acuracia diagndstica é baseado
em estudos que comparam os resultados do teste em avaliagéo (“index test”’, ADA-P
nesse trabalho) com os resultados do padrao de referéncia que deve ser o melhor
meétodo disponivel para determinar a presenca ou auséncia da condigdao ou doenca

de interesse, nesse trabalho o critério de Maranhao e Silva Junior (Rutjes et al., 2007).

3.3. Critérios diagndsticos de exclusao dos pacientes e laboratoriais de

amostras de liquido pleural

Os critérios de exclusao foram contraindicagdes ou recusa para procedimentos
cirargicos, uso de medicamentos imunossupressores, hemolise em liquidos pleurais,
insuficiéncia renal crbnica, infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana e SDP de
causa indeterminada (Conesa-Buendia et al., 2020). Além disso, pacientes com niveis
séricos de bilirrubina superiores a 65 mg/dL, lipidios superiores a 1500 mg/dL e fatores
reumatoides superiores a 1500 Ul/mL foram excluidos, pois essas dosagens

bioquimicas interferem na dosagem da ADA total (Delacour et al., 2010).

3.4. Analise bioquimica da ADA total no liquido pleural (ADA-P)

A coleta, o armazenamento e o processamento adequados de LP foram

observados para um diagnéstico preciso. O LP utilizado para o teste de ADA-P né&o
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estava hemolisado (Michael e Davidson, 2016). Os LP preservados a -20 °C foram
descongelados e diversos biomarcadores nas amostras foram avaliados. A ADA-P foi
dosada utilizando um kit comercial com abordagem cinética. Resumidamente, o
ensaio da ADA-P baseia-se na desaminacdo enzimatica da adenosina em inosina,
que é entdo convertida em hipoxantina pela fosforilase de nucleosideo de purina. A
hipoxantina é transformada em acido urico e perdxido de hidrogénio pela xantina
oxidase. O peréxido de hidrogénio reage com N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-
metilanilina e 4-aminoantipirina na presenga de peroxidase para gerar um corante
quinona, que foi medido de forma cinética. Uma unidade de ADA-P foi definida como
a quantidade de ADA que gera um pmol de inosina a partir de adenosina por minuto
a 37 °C. O ensaio foi linear de 0-200 U/L (r2 > 0,99). A ultracentrifugacdo nao afetou
os resultados. O ADA-P permaneceu estavel por uma semana a 4 °C. Os reagentes
permaneceram estaveis por um ano se armazenados de 2 a 8 °C em frascos ambar.
A atividade de ADA no soro de humanos saudaveis tem um intervalo de valores de
referéncia de 0 a 15 U/L (Delacour et al., 2010). Este ensaio de ADA com métodos
cinéticos automatizados também foi validado para varios fluidos organicos (Allison et
al., 2022). O meétodo manual de Galanti e Guisti para estimativa de ADA-P demonstrou
agregabilidade com o método do autoanalisador Diazyme para 90% das amostras
analisadas. O método manual apresentou uniformemente valores mais altos quando
comparado ao método do analisador. Um fator de correg¢ao de 2,44 foi obtido, o que
permitiu efetivamente a comparabilidade entre os dois métodos de ensaio. A
regressao linear entre os métodos manuais e de autoanalisador para estimativa de

ADA-P encontrou em uma pesquisa um valor de R?>=0,7161 (Dubba et al., 2020).
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3.5. Planejamento e abordagem estatistica

3.5.1. Estatistica descritiva e inferencial

Todos os dados quantitativos e qualitativos de nossos prontuarios eletrénicos
foram transferidos para uma planilha do MSExcel versado 2010. Estatisticas descritivas
e inferenciais foram analisadas utilizando uma combinacéo de softwares estatisticos,
incluindo NCSS versao 2022 e GraphPad versado 5.0. O desempenho do biomarcador
P-ADA foi avaliado com o MedCalc para Windows, versao 19.3 (MedCalc Software,
Ostend, Bélgica). O método bilateral de Grubbs, que examina os valores mais
extremos em ambos os lados dos dados, foi utilizado para detectar os valores
discrepantes. Os dados laboratoriais foram analisados com testes estatisticos
univariados. Um valor de P menor que 0,05, determinado a partir de um teste bicaudal,
foi considerado indicativo de significancia estatistica, levando-nos a rejeitar a hipotese
nula com 5% de probabilidade de erro tipo I. O teste de Shapiro e Wilk foi utilizado
para avaliar as distribuicdes dos dados. As variaveis quantitativas com distribuicao
normal foram expressas como médias e desvios-padrdo, e aquelas com distribuicdo
ndo normal foram expressas em termos de suas medianas e intervalo interquartil (11Q,
percentis 25 e 75). Um teste t n&do pareado com desvio-padréo foi utilizado para
comparar as medias dos dois grupos com distribuicdo gaussiana. Proporgdes foram
utilizadas para expressar variaveis qualitativas ou categdricas. O teste x2 foi utilizado
para comparar grupos e propor¢des. O teste ndo paramétrico U de Wilcoxon-Mann-
Whitney foi utilizado para comparar a mediana da ADA-P entre os transudatos e

exsudatos pleurais quando os dados ndo eram normalmente distribuidos.
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3.5.2. Tamanho da amostra e técnica de amostragem

O caélculo do tamanho da amostra foi baseado na area sob a curva ROC
esperada (AUC > 0,50), no valor nulo da AUC (AUC = 0,50) e na razao entre os
tamanhos das amostras de casos positivos e negativos (1:2), de acordo com o
software MedCalc (Negida et al., 2019). Para um nivel a de 0,05 e um nivel  de 0,20
(poder estatistico = 80%), seria necessaria uma amostra de 19 casos no grupo positivo
(exsudatos) e 38 no grupo negativo (transudatos), totalizando 57 casos. O poder
estatistico do estudo dependeu de trés fatores ja mencionados: nivel de significAncia
estatistica (a), tamanho da amostra (N) e tamanho do efeito (“effect size”) que se
refere tanto a magnitude populacional, quanto a estimativa baseada na amostra
pesquisada. Para estimar com exatiddao o tamanho do efeito estatistico da nossa
amostra foi calculado o DOR (“diagnostic odds ratio”) entre o grupo controle de
transudatos e os casos de exsudatos (Sullivan e Feinn, 2012; Smithson, 2023).
Segundo a tabela original de Ferguson (2009) um DOR > 4 possui um tamanho de
efeito robusto ou poderoso (“strong”) na comparagao entre variaveis com desfechos
(“outcomes”) binarios em tabelas de contingéncia de 2 x 2 (Serdar et al., 2020;
Lenhard e Lenhard, 2022). Um DOR pode ser calculado pela férmula:
DOR=(Verdadeiros Positivos/Falsos Negativos)/ Falsos Positivos/Verdadeiros
Negativos)=(Sensibilidade/(1-Sensibilidade)/(1-Especificidade)/Especificidade) ou
DOR=(Verdadeiros Positivos/Falsos Positivos)/(Falsos Negativos/Verdadeiros
Negativos)=(Valor Preditivo Positivo)/(1-Valor Preditivo Positivo)/(1-Valor Preditivo
Negativo)/Valor Preditivo Negativo) ou DOR= Razdo de Verossimilhanca Positiva/

Raz&o de Verossimilhanca Negativa (Raslich et al., 2007).
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3.5.3. Discriminagao do valor de referéncia do biomarcador ADA-P para

classificar exsudatos e transudatos pleurais a partir da curva ROC

Nesse trabalho uma curva ROC (“Receiver Operating Characteristic”) foi
calculada com o objetivo principal de avaliar o desempenho da ADA-P como um teste
diagndstico ou biomarcador para diagnosticar ou classificar ou discriminar entre
exsudatos e transudatos pleurais. A curva ROC é um grafico de probabilidade da
sensibilidade do teste como coordenada y versus 1 menos sua especificidade ou taxa
de falsos positivos (FPR) como coordenada x. A curva ROC é um método estatistico
eficaz para avaliar o desempenho de testes diagnodsticos com a vantagem de ser uma
avaliagao independente da prevaléncia da doenca estudada. A partir da curva ROC
foi selecionado um valor de referéncia ou melhor valor de corte de ADA-P para
classificar exsudatos pleurais pelo método ndo-parameétrico de DelLong et al. (1988).
Para desfechos binarios, uma boa discriminagdo significa que o modelo separa
pessoas com alto risco daquelas com baixo risco de doenga (Efthimiou et al., 2024).

O critério utilizado na curva ROC para selecionar um ponto de corte "6timo" foi
a razao de verossimilhanga positiva maxima (RVP) para exsudatos, a partir dos
resultados calculados na curva ROC pelo software MedCalc. Assim, foi obtido um
valor de referéncia com alta especificidade e baixa taxa de falsos positivos e falsos
negativos para exsudatos (Elkahwagy et al., 2024; Hassanzad et al., 2024 ). De acordo
com uma escala robusta, biomarcadores com uma RVP maior que 10 ou uma razao
de verossimilhanga negativa (RVN) menor que 0,1 tém o potencial de alterar decisdes
clinicas, e seus resultados s&o conclusivos. Biomarcadores diagnosticos com RVP

entre 5 e 10 ou RVN entre 0,1 e 0,2 frequentemente fornecem informacgdes adicionais
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uteis, enquanto biomarcadores com RVP variando de 0,33 a 3 raramente alteram
decisdes clinicas (Ray et al., 2010).

As seguintes métricas também foram utilizadas para a discriminagao do valor
de referéncia selecionado da ADA-P para classificar exsudatos e transudatos pleurais

a partir da curva ROC:

a) Razdes de chances do diagnostico (DOR ou “diagnostic odds ratio”).

O valor do DOR varia de 0 a infinito, com valores maiores indicando melhor
desempenho discriminatério no teste. Um valor de 1 significa que a ADA-P néao
discrimina entre os pacientes com a doenga (exsudatos pleurais) e aqueles sem a
doenca (controles ou transudatos pleurais). Valores menores que 1 indicam um teste
inadequado com mais resultados negativos entre os doentes ou exsudatos pleurais

(Glas et al., 2003).

b) Area sob a curva ROC (AUC), também conhecida como estatistica C

(“concordance” index)

A area sob a curva ROC (AUC) representa a probabilidade de um modelo de
classificagdo binaria discriminar casos com e sem uma dada condigdo clinica
(Steyerberg, 2019). Um esquema geral de classificagdo da acuracia para
discriminagdo de um biomarcador pela AUC foi proposto por Hosmer e Lemeshow
(2013) e adotado por outros autores, conforme se segue: discriminagao excepcional
(0,90-1,0), discriminagédo excelente (0,80-0,90), discriminacdo boa/aceitavel (0,70-

0,80), suficiente (0,60-0,70), pobre (0,50-0,60) e biomarcador n&o util (0,00-0,50). Um
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valor de 0,5 indica que o modelo n&o é melhor do que cara ou coroa, e um valor de 1

denota discriminagao perfeita (Collins et al., 2024).

c) Intervalos de confianga com 95% de probabilidade

O intervalo de confianga fornece informacgdes valiosas sobre a provavel
magnitude do efeito investigado e a confiabilidade da estimativa (Phillips et al., 2022).
O valor de P e o intervalo de confianga sdo dois métodos equivalentes para interpretar
os resultados de uma analise estatistica. Se nenhum dos intervalos de confiangca de
95% se sobrepde a 1 (para percentagens) ou O (para valores absolutos), entdo as
diferengas séo estatisticamente significativas com 95% de probabilidade ou P < 0,05

(Lee, 2016).

3.5.4. Parametros diagndsticos ou classificagao de “performance” do
biomarcador ADA-P para classificar exsudatos e transudatos

pleurais a partir do valor de referéncia selecionado na curva ROC

Os parémetros diagnésticos para avaliagcado ou classificagado de “performance”
utilizados nesse trabalho foram sensibilidade ou habilidade de detectar uma doenca,
especificidade ou habilidade de n&o detectar uma doenga, valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN), raz&o de verossimilhanga (RV) positiva (RVP)
e negativa (RVN), acuracia diagnostica ou preciséo, razdo de chances do diagnostico

ou DOR ou “diagnostic odds ratio” (Ranganathan, 2021).
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3.5.5. Validagcao dos parametros diagnésticos do biomarcador ADA-P
para classificar exsudatos e transudatos pleurais na auséncia de

um modelo de predi¢ao clinica com analise de regressao

Por conceito, a validade questiona se o teste € plausivel em principio, como,
por exemplo, se possui uma base racional e biolégica. Isso € particularmente relevante
quando um novo teste, como a ADA-P, é concebido pela primeira vez e antes de ser
incorporado na pratica clinica (Bogduk, 2022).

Mesmo na auséncia de um modelo de andlise de regressao, os seguintes
procedimentos estatisticos de validagdo foram utilizados nesse estudo: validacao
interna pelo método de “bootstrapping”, curva de calibragdo e indice de utilidade

clinica (Van den Bruel et al., 2006; Bogduk, 2022).

a) Validacéo interna pelo método de “bootstrapping” com curva de calibragao

ajustada para garantir a exatidao e a precisao do estudo realizado

O método classico de “boostrapping” com um potencial de sobreajuste da AUC
foi utilizado nesse trabalho. A estimativa “bootstrap” da AUC refere-se a um método
para estimar a AUC de uma curva ROC usando um software que implementa a técnica
de reamostragem “bootstrap”. Este método ajuda a estimar a AUC e seu intervalo de
confianga, por reamostragem de dados do conjunto de dados original com substituicdo
e calculando a AUC para cada conjunto de dados reamostrado (Skalska e Freylich V,
2006). Aqui, um intervalo de confianga “bootstrap” (com 1000 reamostras) foi
empregado para gerar um IC de 95% da AUC. Tolerancia de 0,02 com 1000 réplicas

foi considerada apropriada (Wu et al., 2019). Nesse trabalho, a curva de calibragéo
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validada por bootstrapping, representou visualmente a AUC e seus intervalos de

confianca a 95%.

b) indice de utilidade clinica (CUI)

O indice de Utilidade Clinica (do inglés, abreviado CUI) de Alex J. Mitchell foi
utilizado nesse trabalho porque ha mais de 30 estudos publicados até o momento.
Para esse calculo foi utilizado um aplicativo rapido baseado na web

(https://www.psycho-oncology.info/cui.html) para auxiliar na interpretacdo do CUIl para

o teste da ADA-P para o diagndstico de exsudato pleural: utilidade clinica excelente
20,81; boa 20,64, mas <0,81; razoavel 20,49, mas <0,64; ruim = 0,36, mas <0,49; e

muito ruim < 0,36 (Mitchel, 2011).

c) Validagao externa

Nesse trabalho n&o foi estabelecido o desempenho da ADA-P em um conjunto
de dados completamente independente e ndo utilizados durante o desenvolvimento.
A validade externa da ADA-P para classificar exsudatos pleurais devera ser
estabelecida usando dados de diferentes periodos, instituicbes ou regides geograficas

(Davis et al., 2020).
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4. RESULTADOS
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4.1. Tamanho da amostra

O tamanho da amostra neste estudo consistiu em 157 amostras de LP de 157
pacientes com SDP comprovadas por exames padronizados, utilizados como
controles ou transudatos (n = 33) e derrames pleurais exsudativos com doencgas

inflamatdrias de diversas causas (n = 124).

4.2. Tamanho do efeito estatistico da amostra

Nesse trabalho o DOR foi utilizado como medida de tamanho do efeito. Para o
DOR foi calculado um valor em exsudatos igual a 23,26. Um DOR > 4 possui um
tamanho de efeito robusto ou poderoso (“strong”) na comparagéao entre variaveis com

desfechos (“outcomes”) binarios, segundo a tabela original de Ferguson (2009).

4.3. Prevaléncia, caracteristicas demograficas e laboratoriais

A Tabela 1 resume a prevaléncia das causas de SDP entre os 157 pacientes
no local do estudo e periodo de tempo. Exsudatos foram mais prevalentes (79%) do
que transudatos (21%). A causa mais comum de transudato foi insuficiéncia cardiaca

congestiva (79%, 26/33). Tuberculose estava presente em exsudatos (28,0%, 44/124).

Resultados
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Tabela 1 - Prevaléncia das causas da sindrome do derrame pleural avaliadas
em 157 pacientes de marco de 2015 a dezembro de 2019

Causa Paciente (N) Prevaléncia (%)
Transudatos= 33 21.0

Exsudatos totais 124 79.0
Tuberculose 44 28.0
Adenocarcinoma 37 23.0

Derrames parapneumonicos simples 15 9.0

DPPC e empiema 8 5.0

Linfoma 7 5.0

Carcinoma de células escamosas 7 5.0

Outros exsudatost 6 4.0

Fontes: Hospital Universitario Anténio Pedro (Universidade Federal Fluminense, Niteroi, Rio de Janeiro) e Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle (Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro). Abreviagdes: DPPC:
derrames parapneumdnicos complicados. *Transudatos: insuficiéncia cardiaca congestiva (n = 26), insuficiéncia renal
cronica (n = 3), cirrose hepatica com ascite (n = 3) e baixos niveis de proteina total no soro (n = 1). $Outros exsudatos:
sindrome de pseudo-Meigs (n = 1), sindrome de Dressler (n = 3), quilotérax (n = 1) e leucemia (n = 1).

As caracteristicas demograficas e os niveis de P-ADA dos 157 pacientes sao
apresentadas na Tabela 2. Os valores medianos da variavel P-ADA foram
significativamente diferentes (P < 0,0001) entre exsudatos (18,4 UI/L; 11Q, 9,85-41,4)
e exsudatos sem tuberculose pleural (11,0 UI/L; 11Q, 7,25-19,75) e transudatos (6,85;
1Q, 2,67-11,26). Ao contrario das idades (P=0,0001), n&o houve diferencga
estatisticamente significativa na propor¢do de ambos os sexos entre os grupos de
transudato e exsudato, conforme determinado pelo teste Qui-quadrado (homens,

P=0,9415; mulheres, P=0,9416).

Resultados



28

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas e niveis de adenosina desaminase pleural total em 157 casos
de exsudatos e transudatos

Variavel Exsudato Transudato Estatistica
(n=124) (n=33) (valor de P)
Idade, anos, mediana 58,0-(41,5-73,5) 76,0 (63,0-86,25) U=895
(IQR)* (0,0001)
Masculino, n (%) 58 (47,0) 16 (48,0) x*=0,005
(0,9415)
Feminino, n (%) 66 (53,0) 17 (52,0) x?=0,005
(0,9416)
P-ADA, U/, mediana 18,4 (9,25-41,4) 6,85 (2,67-11,26) U=679,5
(IQR)* (0,0001)
P-ADA, U/L, sem TB 11,0(7,25-19,75) 6,85 (2,67-11,26) U=735,5
pleural, mediana (IQR)* (0,0001)

Nota estatistica: *Teste de normalidade de Shapiro-Wilk: P < 0,05; Abreviag¢des: IQR: intervalo
interquartil de 75%-25%; ADA-P: adenosina desaminase pleural total; TB: tuberculose; U=teste nao
paramétrico de Mann-Whitney; x%: teste ndo paramétrico de Qui-quadrado

4.4. Resultados da determinagao, discriminagao e critério para selegao do valor
de referéncia do biomarcador ADA-P para classificar exsudatos e pleurais a

partir da curva ROC e AUC

A Figura 1 mostra a curva ROC dos valores de P-ADA para classificagao e
diagndstico de exsudatos e discriminagdo do ponto de corte selecionado. Para
exsudatos, a AUC foi de 0,820 (IC 95%, 0,751-0,877; Z = 8,157; SE, 0,0393), com um
valor de P altamente significativo (P < 0,001). O ponto de corte ideal no espago da
curva ROC foi identificado como o nivel que proporciona a maior razao de
probabilidade positiva e foi de = 22,0 U/L. Para transudatos, a AUC foi de 0,8245 (IC
95%, 0,7470-0,9020; SE, 0,03955), com um valor de P altamente significativo (P <
0,0001). O ponto de corte ideal no espacgo da curva ROC foi determinado como <22,0

U/L.
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A férmula de Bayes foi aplicada para calcular a probabilidade pods-teste da
ADA-P para classificar entre exsudatos e transudatos pleurais: Probabilidade pods-
teste = (probabilidade pré-teste x LR+) / [(probabilidade pré-teste x LR+) + (1 -
probabilidade pré-teste)]. Uma probabilidade pds-teste de classificagdo correta dado

um resultado positivo (ADA-P = 22,0 U/L) foi de aproximadamente 98%.
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Figura 1 — Grafico de sensibilidade versus 1-especificidade da curva ROC para todos os pontos
de corte possiveis dos valores do liquido pleural da adenosina desaminase (ADA-P) para a
classificacdo ou diagndstico, discriminacdo e valor de referéncia de exsudatos. AUC para
discriminagdo entre exsudatos e transudatos. O ponto de corte ideal da ADA-P maior ou igual a
22,0 U/L foi determinado pelo método que proporcionou a razao de verossimilhanca positiva
maxima na curva ROC. AUC = 0,820 (IC de 95%, 0,751-0,877; Z = 8,157; SE, 0,0393; P <0,001).
Abreviagoes: IC: intervalos de confianga; AUC: area sob a curva ROC; SE: erro padrao; Z-score
indica quantos desvios-padrédo de um valor observado esta da média de um grupo de referéncia.
Z positivo: o valor esta acima da média.

Resultados



30

4.5. Parametros diagnésticos e tamanho do efeito estatistico para desempenho
técnico do biomarcador ADA-P para classificar exsudatos e transudatos

pleurais

Os parametros diagndsticos para desempenho técnico do biomarcador ADA-P
para classificar exsudatos pleurais a partir do valor de referéncia selecionado ou ponto
de corte estatisticamente avaliados a partir dos resultados da curva ROC sao

mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Pardmetros diagnésticos do biomarcador adenosina desaminase pleural total (ADA-
P) apds a selegcdo do melhor ponto de corte para exsudatos e transudatos pleurais de acordo
com a razao de verossimilhanga positiva maxima no espacgo sob a curva ROC em 157 casos de
exsudatos e transudatos

Parametro Diagnéstico Exsudato Transudato Valor de P
(n =124) (n=33)

Melhor ponto de corte (U/L)* 2220 <22,0

Sensibilidade (%) 44,35 (35,4-53,5) 96,88 (83,78-99,92) <0,05
Especificidade (%) 96,98 (83,0-99,0) 42,92 (34,01-52,29) <0,05
Valor preditivo positivo (%)** 98,11 (88,0-99,0) 29,83 (26,48-33,42) <0,05
Valor preditivo negativo (%)** 31,0 (27,0-34,0) 98,27 (89,06-99,75) <0,05
Razao de verossimilhanga positiva 14,64 (2,11-101,9) 1,7 (1,44-2,01) <0,05

Razao de verossimilhanga negativa 0,57 (0,50-0,70) 0,07 (0,01-0,49) <0,05
Razéo chance diagnéstico (DOR) 23,26 (3,08-176,75) 24,28 (144,0-4,10)  <0,05
Acuracia ou validade preditiva (%) 54,25 (46,0-62,0) 53,77 (45,57-61,83) <0,05
Area sob a curva ROC, AUC (%) 82,0 (75,1-87,7) - <0,001
Prevaléncia da doenca (%)** 79,0 21,0 <0,0001

Nota estatistica: O valor de P e o intervalo de confianga sdo dois métodos equivalentes para interpretar os resultados
de uma analise estatistica. Se nenhum dos intervalos de confianga de 95% (IC) se sobrepde a 1 (para percentagens) ou
0 (para valores absolutos), entdo as diferengas s&o significativas estatisticamente (P < 0,05). (Lee, 2016). * A
probabilidade pos-teste de classificacdo correta para exsudato pleural dado um resultado positivo da ADA-P foi de
aproximadamente 98% (teorema de Bayes). Teste de Qui-quadrado (X?=19,3973; P=0,00001) para verificar se os grupos
de exsudatos e transudatos, apds dicotomizados com o valor de ADA-P igual 22,0 U/L, eram independentes e possuiam
uma associagao entre o valor de referéncia selecionado e a classificagdo ou diagndstico de exsudato. ** Esses valores
dependem da prevaléncia da doenga.

O valor da DOR nesta pesquisa foi calculado para exsudatos pleurais com um
valor igual a 23,26 (Tabela 3). Um DOR > 4 possui um tamanho de efeito estatistico

robusto ou poderoso (“strong”), segundo a tabela original de Ferguson (2009).
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4.6. Validagcao dos parametros diagndéstios do biomarcador ADA-P para
classificar exsudatos e transudatos pleurais na auséncia de analise de
regressao: validagao interna, calibragao por “bootstrapping”, curva de

calibragao e indice de utilidade clinica

A Tabela 4 mostra a validagao interna por bootstrapping do intervalo de
confianga de 95% da éarea sob a curva ROC apds 1000 reamostras para a
classificagao de exsudato pleural pela enzima adenosina desaminase total.

Tabela 4 - Validagao interna com calibragdo por bootstrapping do intervalo de
confianga de 95% da area sob a curva ROC (AUC) ap6s 1000 reamostragens

para a classificacdo de exsudato e transudato pleural com adenosina deaminase
pleural total (ADA-P)

Desenvolvimento Validagao interna pelo método de Variacao Qui-
(AUC) bootstrapping com a técnica de quadrado
“optimism correction”
IC 95% Observado Esperado % P
Minimo 0,751 0,736 -1,99 0,092
(P=0,7612)
Maximo 0,877 0,883 +0,68 0,027
(P =0,8703)

Nota estatistica: tolerancia de 2% com 1000 replicagdes foi considerada apropriada. A corregao
de otimismo no bootstrapping € uma técnica usada para ajustar a tendéncia dos modelos de
superestimar seu desempenho quando avaliados com os mesmos dados com os quais foram
treinados, um fendmeno conhecido como ‘"otimismo" ou ‘"overfitting aparente". Ela
essencialmente estima o quanto o desempenho do modelo é inflado usando os préprios dados
de treinamento e, em seguida, subtrai essa inflagdo do desempenho aparente para obter uma
estimativa corrigida mais realista. No contexto da AUC, um IC de 95% para a AUC corrigida
forneceu um intervalo que se espera conter a AUC verdadeira e nao inflada com 95% de
confianca (Iba et al., 2021). Abreviagoes: IC de 95%: Intervalo de Confianca de 95%; AUC.: area
sob a curva ROC.
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A Figura 2 mostra a curva de calibrag&o, no contexto de validagao interna pelo

método de “bootstrapping”.
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AUC-P 0,736 0,883

AUC-O AUC-P

Figura 2 — Curva de calibragao para validacéo interna da ADA-P para classificagdo de exsudatos pleurais pelo métodc
de bootstrapping com 1000 reamostras. Nota estatistica: A curva de calibragdo validada por bootstrapping, representou
visualmente que a AUC da pesquisa teve muito bom poder discriminatério (AUC=0,80-0,90) na previsdo do resultado.
Como esta é uma analise univaridvel, nenhum ajuste foi feito para potenciais fatores de confusdo. Essa curva de
calibragdo comparou as probabilidades previstas (no eixo x) com as probabilidades observadas (no eixo y). Um modelc
bem calibrado, representado pela curva de calibragcdo segue de perto a linha diagonal ou linha de 45 graus (onde as
probabilidades previstas e observadas sado idénticas), indicando que as previsdes do modelo se alinham com os
resultados reais. Uma linha tragada assim representa a calibragao perfeita, onde a probabilidade prevista corresponde
perfeitamente a probabilidade observada (Steyerberg, 2009). Abreviagoes: IC, intervalos de confianga; AUC, area sob
a curva ROC; Min, minimo; Max, maximo; O, observada; P, Prevista.

O indice de utilidade clinica (CUI) de Mitchell (2011) da ADA-P para o
diagnostico de exsudatos pleurais foi calculado com um valor quantitativo de

(CUI=2,309) com uma interpretacdo qualitativa de utilidade clinica excelente.
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5. DISCUSSAO
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5.1. Contextualizagao do biomarcador ADA-P

O termo "biomarcador", € um acrénimo para "marcador biolégico". Os
biomarcadores sdo ferramentas essenciais na medicina moderna, auxiliando na
detecgdo precoce de doengas, no desenvolvimento de diagndsticos e tratamentos
mais eficazes, assim como na prevencao de complicacées de saude. Um biomarcador
€ uma caracteristica definida que é medida como um indicador de processos
bioldgicos normais, processos patogénicos ou respostas biolégicas a uma exposi¢ao
ou intervencao, incluindo intervencgdes terapéuticas. Os biomarcadores podem incluir
caracteristicas moleculares, histolégicas, imagem ou fisiolégicas. Assim podem ser
moléculas, proteinas, genes, ou até mesmo caracteristicas fisioldgicas, como pressao
arterial ou frequéncia cardiaca. Um biomarcador ndo € uma medida de como um
individuo se sente, funciona ou sobrevive. Isto €, devem ser usados para avaliar a
presencga, atividade ou resposta a uma doencga ou tratamento (Atkinson et al., 2001).

As categorias de biomarcadores incluem: biomarcador de suscetibilidade/risco,
diagnostico, monitoramento, progndstico, preditivo, multicomponente, resposta e
segurancga. Nesse trabalho a ADA-P foi utilizada como um biomarcador de diagnostico
para detectar ou confirmar ou classificar a presenca de uma doenga ou condi¢cido de
interesse. Nesse caso, para identificar individuos com um subtipo da SDP: exsudatos
pleurais (BEST, 2016; Ou et al., 2021).

Os parametros mais basicos que precisam ser estabelecidos em relagdo a
qualquer teste clinico sdo que ele demonstre um grau suficiente de confiabilidade e
validade. Se esses dois parametros importantes ndo forem atendidos, o valor do teste
em auxiliar os meédicos a chegar a um diagnostico, formular um plano de tratamento

ou monitorar o progresso de um paciente é questionavel (Bruno, 2011). Uma validag&o
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adequada é importante para biomarcadores e resultados clinicos (COAs ou “clinical
outcome assessments”). Ela garante que um biomarcador, ferramenta ou instrumento
seja adequado para o uso proposto (BEST, 2016). Para biomarcadores, é fundamental
estabelecer que o teste mede/avalia o que se pretende medir e que o biomarcador
(por meio de seu teste) tenha a capacidade de prever ou mensurar o conceito clinico
relevante (ou seja, validacao clinica). Ao estabelecer se os biomarcadores sao
adequados a finalidade, a validacao informa essencialmente qualquer uso potencial

de um biomarcador com seus parametros diagndsticos validados (BEST, 2016).

5.2. Controle de vieses em estudo retrospectivo

O viés em pesquisa pode ocorrer em varias fases do processo, desde a
concepcao do estudo até a interpretacdo dos resultados. Ele pode afetar a selegao
dos participantes, a coleta de dados, a analise e até mesmo a publicagdo dos
resultados. Em um estudo retrospectivo, como essa pesquisa, varios tipos de vieses
podem surgir, incluindo viés de selegao, viés de informagao e viés de memoria. Para
mitigar esses vieses, 0s pesquisadores podem empregar diversas estratégias, como
definir criteriosamente os critérios de inclusdo, utilizar ferramentas de mensuragao
validadas e garantir a consisténcia na coleta de dados. Nesse estudo os vieses foram
evitados porque os dados foram registrados em uma série de pacientes apenas com
SDP (casos e controles), com o objetivo de tratamento seguindo um protocolo
padronizado para diagnéstico da causa. Em séries de casos, o viés de informagao
pode ocorrer, mas pode ser reduzido pela selecdo de um grupo controle apropriado

(Norvell, 2010).
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Cabe mencionar que embora os estudos retrospectivos possam, as vezes,
refletir melhor a pratica clinica de rotina do que os estudos prospectivos, eles podem
falhar em identificar todos os pacientes elegiveis e, geralmente, resultam em dados
de qualidade inferior, com mais dados ausentes. Nesse trabalho, o autor teve esse
cuidado nos critérios de inclusao e exclusao e vale ressaltar que no inicio da coleta

de nosso banco de dados o estudo possuia um delineamento prospectivo.

5.3. Justificativa do niumero da amostra (N) e tamanho do efeito estatistico

Os principais erros encontrados em estudos cientificos sao: hipotese falha e
delineamento inadequado; grupo controle inadequado; viés de espectro, exagero dos
resultados da analise; correlacdes espurias, tamanho amostral inadequado, analise
circular (criagao de viés ao selecionar as propriedades dos dados retrospectivamente);
utilizacdo de estudos estatisticos inadequados e distor¢do falaciosa das analises;
adicdo de novas covariaveis “post hoc” para tornar os valores de P significativos (“P-
hacking”); interpretagdo excessiva de resultados limitados ou insignificantes
(subjetivismo); confusdo de correlagbes; modelos de regressdo multipla falhos;
confusdo entre valor de P e significancia clinica; apresentagdo inadequada dos
resultados (tabelas, graficos e figuras errbneos) e tamanho de efeitos (Serdar et al.,
2020).

A justificativa do tamanho da amostra em pesquisa clinica é crucial para
garantir a validade e confiabilidade dos resultados. Essa diretriz € essencial para a
credibilidade do estudo e para que os resultados sejam generalizados para a
populagdo alvo. Um tamanho de amostra inadequado pode levar a resultados

inconclusivos, erros de interpretacdo ou falta de poder para detectar efeitos
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relevantes. Um tamanho muito grande de amostra pode gerar custos desnecessarios
€ expor um numero excessivo de participantes. Assim uma amostra nao deve ser
grande ou pequena, mas adequada para os objetivos da pesquisa. A quantidade ou
tamanho da amostra deve e foi calculada matematicamente para que a pesquisa
atingisse os seus objetivos com poder estatistico mais eficiente possivel (Serdar et al.,
2020).

O calculo matematico do tamanho da amostra envolve a determinagao do
numero minimo de participantes necessarios para detectar um efeito ou diferenca
clinicamente relevante, considerando fatores como poder estatistico, nivel de
significancia e erro aceitavel. As seguintes etapas foram realizadas para justificar o
tamanho da amostra nessa pesquisa: definimos a pergunta e o desfecho (“outcome”);
as variaveis foram identificadas; o nivel de significancia (a) foi determinado; o poder
estatistico (1 - B) foi definido e o tamanho do efeito da amostra foi estimado (Serdar
et al., 2020).

O tamanho da amostra e o poder do estudo estao diretamente relacionados ao
tamanho do efeito do estudo. Por que o tamanho do efeito € tdo importante? Porque
fornece informagdes sobre o quéo bem a(s) variavel(is) independente(s) predizem a
variavel dependente. Um tamanho de efeito baixo significa que as variaveis
independentes ndo predizem bem porque estdo apenas ligeiramente relacionadas a
variavel dependente. Um tamanho de efeito forte significa que as variaveis
independentes sdo 6timos preditores da variavel dependente. Portanto, o tamanho do
efeito é clinicamente importante para avaliar a eficiéncia com que os médicos podem
prever os resultados das variaveis independentes (Serdar et al., 2020).

O tamanho do efeito (ou “effect size” em inglés) € uma medida quantitativa da

forca ou magnitude de um fendmeno em um estudo estatistico. Ele ajuda os
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pesquisadores a entender a extensao do efeito. Isto é, ajuda a entender os resultados
de um teste de hipbétese e complementa a significancia estatistica. O tamanho do
efeito nos permite fornecer uma estimativa do escopo de nossas descobertas. Em
estatistica, o tamanho do efeito se refere a uma maneira de quantificar o tamanho da
diferenga entre dois grupos.

Exemplos de medidas de tamanho do efeito encontrados na literatura: d de
Cohen, g de Hedges, Delta de Glass e AUC, entre outros. Tamanho do efeito como
medidas de associagao: risco relativo (RR), DOR (“diagnostic odds ratio”), r de
Pearson, coeficiente de determinagéo (R?) e eta ao quadrado ou n2. Nas correlagdes
o tamanho do efeito é baseado na variagao explicada (r de Pearson, R2, V de Cramer
e n2). Nas diferengas o tamanho do efeito tem como base as diferengas entre os
grupos (por exemplo, Cohen’s d, Glass 'A, Hedges’ g, DOR e RR (Martinez-Camblor
et al., 2020; Sullivan e Feinn, 2012; Maher et al., 2013; Salgado, 2018).

Os tamanhos dos efeitos podem ser determinados a partir de pesquisas
anteriores, meta-analises ou estudos-piloto para garantir a consisténcia com a
literatura existente. Na presente pesquisa nao foram encontrados esses critérios para
escolha do tamanho do efeito. Assim escolhemos o DOR, considerando a nossa
amostra com tamanhos diferentes entre o grupo de transudatos e exsudatos pleurais
e a distribuicdo ndo paramétrica dos valores de ADA-P. Desta forma, para um calculo
do tamanho do efeito precisa ser observado se ele € adequado para testes
paramétricos e ndo paramétricos (Lakens, 2013).

Para o DOR nesta pesquisa foi calculado para exsudatos pleurais um valor
igual a 23, 26 (Tabela 3). Um DOR > 4 possui um tamanho de efeito robusto ou
poderoso (“strong”), segundo a tabela original de Ferguson (2009). Outras medidas

de tamanho do efeito estatistico como o eta ao quadrado (n?) n&o foram calculadas
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porque a distribuicdo de nossos dados foram ndo paramétricas, de acordo com a
Tabela 2 (Lenhard e Lenhard, 2022; Cohen, 1992).

Ou seja, o tamanho do efeito € uma medida essencial em estatistica que
complementa a significancia estatistica, fornecendo informagdes sobre a magnitude
da diferenca e a relevancia pratica dos resultados de um estudo. A significancia
estatistica € o aspecto menos importante dos resultados de uma pesquisa. Esses
resultados também devem ser apresentados e descritos em termos de medidas de
magnitude, ou seja, ndo apenas se um tratamento afeta as pessoas, mas também em
que medida ele as afeta. O produto principal de uma pesquisa € uma ou mais medidas

de tamanho do efeito, ndo valores de P (Sullivan e Feinn, 2012).

5.4. Prevaléncia de tuberculose pleural e outras causas de SDP no estudo

A tuberculose € a causa mais prevalente de derrame pleural exsudativo em
adultos na nossa causuistica e no Brasil (Tabela 1). Outros trabalhos no Brasil
comprovem essa prevaléncia (Behrsin et al., 2015; Seiscento et al., 2009; Machado et
al., 2016).

Na populagcédo pediatrica brasileira (criangas e adolecentes), os derrames
pleurais parapneuménicos sdo uma complicagao relativamente comum (5-40%) da
pneumonia adquirida na comunidade de causa viral ou bacteriana. No entanto, na
pratica clinica, a maioria dos derrames € pequeno e ndo necessita de investigagao
adicional ou tratamento especifico além da antibioticoterapia. Um pequeno numero
requer drenagem ou intervengao cirurgica. A tuberculose pleural é a segunda maior
causa de SDP nessa faixa etaria, relacionada a alta incidéncia de tuberculose no Brasil

(Fischer, 2016).
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Cabe destacar que a ultrassonografia pleural é essencial na avaliagao de
derrames pleurais em criancas e adultos, pois permite identificar a presenca,
quantidade, caracteristicas como septacdes e localizacio do liquido, além de auxiliar
na realizacdo de procedimentos cirdrgicos minimamente invasivos como a
toracocentese. Esse exame é a modalidade de imagem de grande importancia, mas
ainda pouco utilizado na pratica clinica no Brasil, uma vez que permite a diferenciacao
entre a consolidacao, o derrame pleural com septacdes e espessamento e fibrose nas
pleuras, evoluindo com encarceramento pulmonar e disturbio ventilatério restritivo
(Amorim et al., 2016). A ultrassonografia transtoracica extracardiaca (ETUS) fez parte
do padrao de orientagdo e guia de uma toracocentese, além de sugestdo de
diagndstico imagético com utilizagdo de uma sonda de alta frequéncia (5 a 10 MHz).
Porém, as imagens ultrassonograficas de liquido pleural anecdico nao distinguiram de
forma confiavel entre liquido pleural transudativo e exsudativo. Entretanto,
apresentacbes como septagbes complexas ou ecogenicidade homogénea sé&o
altamente indicativas de liquido pleural exsudativo (Evans et al., 2021). As
caracteristicas de loculagdo ou septacao na ETUS sao especificas e preditivas para
derrame pleural exsudativo. A presenca de septacao e loculacao foi associada a uma
maior probabilidade de derrame parapneumonico complicado ou empiema (Huang et

al., 2025).
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5.5. Caracteristicas demograficas da populagao estudada

A mediana da idade e do sexo dos pacientes em nosso estudo (Tabela 2) foram
semelhantes as de um estudo com uma amostra populacional brasileira de uma regiao
metropolitana no Estado do Rio de Janeiro (Behrsin et al., 2015). O sexo feminino foi
mais prevalente do que o masculino em exsudatos e transudatos, embora as
diferengas nédo tenham sido significativas, conforme determinado pelo teste Qui-
quadrado (Tabela 2). Houve diferenca estatisticamente significativa entre as idades
dos pacientes com exsudato e transudato pleural conforme mostrado na Tabela 2 (P
< 0,0001, teste de Mann-Whitney U=895,0). Com certeza as causas dos transudatos

mencionadas na Tabela 1 foram importantes para esses resultados.

5.6. Resultados laboratoriais da ADA-P

Os valores medianos da atividade de ADA-P de pacientes com exsudatos e
transudatos foram de 18,4 U/L e 6,85 U/L, respectivamente, com um valor de P
altamente significativo (P = 0,0001), conforme determinado pelo teste de Mann-
Whitney (U=679,5) mostrado na Tabela 2. Embora ADA-P tenha sido identificada
como um biomarcador mais acurado disponivel na pratica clinica para tuberculose
pleural, constatamos que a ADA-P classificou transudatos e exsudatos pleurais
mesmo quando as amostras de tuberculose foram excluidas (U = 735,5; P < 0,0001),
conforme demonstrado na Tabela 2. Nao encontramos na literatura nacional e
internacional resultados em artigos para comparagao.

A revisao de literatura encontrou somente um estudo brasileiro especifico que

demonstrou uma relagéo entre os niveis de ADA-P e doencga inflamatoria pleural com
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diversas causas presentes nos exsudatos pleurais, além de tuberculose pleural
(Maranhéao et al., 2025). Um editorial com elogios sobre esse artigo foi publicado
posteriormente mencionando no titulo a associagao entre “adenosina desaminase no
derrame pleural como uma ponte para o diagndstico da fisiopatologia da inflamagao”
(Shietal., 2025). Assim, com um valor de referéncia 29,00 U/L pelo critério de Youden,
a ADA-P também pode indicar a natureza inflamatéria dos derrames pleurais
exsudativos em relacado aos transudatos nao inflamatérios, com niveis mais elevados
indicando maior probabilidade de tuberculose pleural. No entanto, niveis elevados de
ADA-P nao sao exclusivos da tuberculose pleural. Dosagens muito altas (> 150 U/L)
sdo incomuns na tuberculose pleural, e diagndsticos alternativos, como empiema
bacteriano, linfoma, leucemia ou mieloma multiplo, devem ser considerados, em
conjunto com outros biomarcadores, avaliagao por imagem e avaliagao clinica (Le et

al.,2019; Choe et al., 2024).

5.7. Discussdo sobre o poder de discriminacao do valor de referéncia do
biomarcador ADA-P para classificar exsudatos e transudatos pleurais

utilizando a curva ROC e AUC

Um biomarcador diagndstico somente deve ser utilizado na pratica clinica apos
processo de descoberta, desenvolvimento, discriminagdo e validagdo. Um estudo
pode apresentar boa discriminagdo, distinguindo com precis&o os niveis de risco ou
diagnostico de uma doenga, mas ainda apresentar baixa calibragdo devido a uma
incompatibilidade entre as probabilidades previstas e observadas. Além disso, um

modelo bem calibrado pode apresentar baixa discriminagdo. Portanto, um modelo de
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predicdo robusto deve apresentar boa discriminagao e calibragao (Efthimiou et al.,
2024).

Cabe mencionar que a curva ROC nao € um modelo de predi¢ao clinica, mas
sim uma ferramenta que também pode ser usada para avaliar o desempenho de um
modelo de predicao clinica ou qualquer classificador binario. Nao foi utilizado nesse
trabalho um modelo de predi¢ao clinica, por exemplo, como a regressao logistica
simples ou multivariada para avaliagao de predi¢ao clinica da ADA-P para exsudatos
pleurais. Nesse trabalho, o valor da AUC foi uma métrica resumida da curva ROC que
refletiu a capacidade da ADA-P de discriminar entre individuos com exsudatos
pleurais e transudatos pleurais (Verbakel et al., 2020; Corbacioglu e Aksel, 2023).

Uma curva ROC é um gréfico da taxa de verdadeiros positivos (sensibilidade)
em funcao da taxa de falsos positivos (100-especificidade) para diferentes pontos de
corte (“cutoff’) de um biomarcador. Cada ponto de corte na curva ROC apds ser
construida por um “software apropriado” representa um par
sensibilidade/especificidade correspondente a um limite de decisdo especifico ou
valor de referéncia ou “cutoff’. A area sob a curva ROC (AUC) é uma medida de quéo
bem um parametro consegue distinguir entre dois grupos diagnosticos (doente/normal
ou controle). A area sob a curva ROC (AUC) representa a probabilidade de o modelo
classificar corretamente uma doenga em estudo. Neste trabalho (Figura 1), o método
nao parameétrico (empirico) foi utilizado para calcular a curva ROC de acordo com
nossa analise da normalidade das distribuicbes de dados de ADA-P (DelLong et al.,
1988). Em conclusédo, as curvas ROC também podem ser utilizadas para orientar a
selecdo de limites apropriados para a tomada de decisdes clinicas em testes

diagnosticos (Verbakel et al., 2020).
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O espaco da curva ROC nesse trabalho foi usado para identificar valores de
corte 6timos da ADA-P na discriminagao entre pacientes com exsudatos pleurais e
transudatos pleurais (utilizados como controles). Varios métodos sao introduzidos na
literatura para determinar o ponto de corte ideal para valor de referéncia de um teste,
exame ou biomarcador. Deve-se observar que cada um desses métodos possuem
premissas unicas, e a selecdo de cada um se baseia na importancia da sensibilidade
versus a especificidade do teste ou valores preditivos. Os métodos mais importantes
relatados na literatura séo a estatistica J de Youden, disténcia euclidiana, indice de
unido (IU), abordagem de custo, razdo de verossimilhanga positiva maxima (LR + ou
RVP), produto maximo de sensibilidade e especificidade, nUmero necessario para
diagnosticar erroneamente (NNM), método analitico, razao de chances de diagndstico
(DOR) e valor de P minimo (Hassanzad et al., 2024).

Dos métodos mencionados, o mais utilizado na literatura internacional pelos
pesquisadores é o indice de Youden (J). Ele utiliza a distancia vertical maxima da
curva ROC a partir do ponto (X, Y) na diagonal. O indice de Youden maximiza a
diferenca entre a taxa de sensibilidade (Se) e falsos positivos, ou seja, maximiza a
porcentagem de classificacdo correta. indice de Youden = Se + Sp — 1. Portanto, o
ponto de corte 6timo é calculado maximizando Se + Sp em diferentes pontos de corte
(Hassanzad et al., 2024). Entretanto, na pratica clinica, é essencial saber como um
resultado especifico de um teste ou biomarcador prevé o risco de doenca.
Sensibilidades e especificidades ndo fazem isso. Elas descrevem como a
anormalidade (ou normalidade) prevé resultados especificos de teste. Valores
preditivos fornecem probabilidades de doencga para resultados especificos de teste,
mas dependem da prevaléncia da doenca na amostra do estudo e raramente podem

ser generalizados para além do estudo (exceto quando o estudo € baseado em uma
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amostra aleatéria adequada, como as vezes € o caso de estudos de triagem
populacional). Razdes de verossimilhanga fornecem uma solugao, pois podem ser
usadas para calcular a probabilidade de doenca ou anormalidade, enquanto se
adaptam para probabilidades anteriores variaveis da chance de anormalidade de
diferentes contextos. As razbes de verossimilhanca sdo calculadas usando as
propor¢des de verdadeiros positivos e verdadeiros negativos em relagao aos falsos
positivos e falsos negativos. Essas proporgdes sao determinadas pela sensibilidade e
especificidade do teste, e ndo sao influenciadas pela prevaléncia da doenca em
estudo (Deeks e Altman, 2004). Assim, a razao de verossimilhanga positiva (LR+) é a
razao entre verdadeiros positivos e falsos positivos. A razado de verossimilhanca
negativa (LR-) é a razdo entre falsos negativos e verdadeiros negativos. Os
pesquisadores podem escolher um valor de corte que maximize LR+ ou minimize LR-
. Quanto maior for o LR+ mais informacgdes ele tera para o teste diagndstico, mas com
o LR- ocorre exatamente o oposto, isto €, se for proximo de zero, o teste tem melhor
desempenho (Hassanzad et al., 2024).

Assim, o método ou critério "ideal" para escolher um ponto de corte depende
dos objetivos especificos e do contexto do teste ou biomarcador diagnostico estudado.
Tanto o indice de Youden quanto as razbes de verossimilhanca positivas sao
ferramentas valiosas, mas abordam diferentes aspectos da precisao diagnéstica. O
indice de Youden é util para maximizar a precisdo geral de um teste. As razdes de
verossimilhanga positivas, por outro lado, s&o uteis para entender como um resultado
positivo altera a probabilidade de doenca e podem ser usadas para avaliar a utilidade
clinica de um teste. As razbes de verossimilhanca ajudam a avaliar a forga da

evidéncia diagnostica. Em ultima analise, a decisdo de qual método utilizar deve
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considerar o impacto clinico da classificacao incorreta de casos e a disponibilidade de
dados para cada método (Unal, 2017; Schlattmann, 2022).

Nesse trabalho escolhemos o método da razdo de verossimilhanca positiva
maxima (LR+) para selecionar o valor de referéncia da ADA-P para classificar entre
exsudatos e transudatos pleurais, embora a LR+ nao se transforme diretamente em
porcentagem. A razao de verossimilhanga ou fator Bayesiano é uma medida que
indica a forca de uma evidéncia a favor ou contra uma hipdtese, e ndo uma
probabilidade em si. No entanto, a LR+ pode ser usada para calcular a probabilidade
pos-teste pelo teorema de Bayes que expressa em porcentagem a probabilidade pos-
teste de classificagao correta de um exsudato pleural dado um resultado positivo da
ADA-P no valor de referéncia selecionado. O ponto de corte ideal (ADA-P = 22,0 U/L)
para a classificagao de exsudatos pleurais foi selecionado no espaco da curva ROC
como o nivel que proporcionou a maior razdo de probabilidade positiva para classificar
entre exsudatos e transudatos pleurais (Figura 1, Tabela 3). Pelo teorema de Bayes,
a probabilidade pds-teste de um exsudato pleural dado um resultado positivo da ADA-
P foi de aproximadamente 98% (Bayes, 1763). Nao foi encontrado na literatura
pesquisada um valor para comparagao.

O teorema de Bayes recebeu este nome devido ao pastor e matematico
inglés Thomas Bayes (1701 — 1761), que estudou como calcular a distribuicdo para o
parametro de probabilidade de uma distribuicdo binomial. Esse teorema € uma
féormula matematica que descreve a probabilidade de um evento ocorrer dado que
outro evento ja ocorreu. Ele relaciona a probabilidade condicional de um evento A,
dado que o evento B ocorreu, com as probabilidades individuais de A e B e a
probabilidade de B dado A. O teorema de Bayes € uma ferramenta poderosa na

inferéncia estatistica e na tomada de decisdes, especialmente quando se trata de
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combinar informagdes prévias com novas evidéncias para obter estimativas mais
precisas (Habibzadeh e Habibzadeh, 2019).

A curva ROC para exsudatos pleurais € mostrada na Figura 1. A curva ROC
para transudatos ndo € mostrada. Nado encontramos referéncias na literatura para
comparagoes. A AUC calculada para exsudatos foi de 0,820 (IC de 95%, 0,751-0,877;
P < 0,001), e a calculada para transudatos foi de 0,8245 (IC de 95%, 0,7470-0,9020,
P <0,0001). De acordo com a classificagdo de Hosmer e Lemeshow (2013), uma AUC
igual a 0,820 ¢é indicativa de excelente discriminagao (0,80-0,90). Na pratica, AUC
maiores que 0,90 sdo consideradas incomuns e indicam um desempenho excepcional
do modelo de classificagado binaria. Uma AUC préximo a 1 significa que o modelo tem
uma alta capacidade de discriminar entre as classes positiva e negativa, ou seja,

classifica corretamente exemplos positivos e negativos (Corbacioglu e Aksel, 2023).

5.8. Discussao sobre os parametros diagnésticos do biomarcador ADA-P para

classificar exsudatos e transudatos pleurais

Os parametros diagndsticos de um biomarcador referem-se as caracteristicas
que determinam a utilidade de um biomarcador para fins de diagndstico. Estes
parametros incluem a sensibilidade ou a capacidade do teste de identificar
corretamente individuos com a doencga ou verdadeiros positivos; a especificidade ou
a capacidade do teste de identificar corretamente individuos sem a doenca
(verdadeiros negativos); o valor preditivo positivo (VPP) ou probabilidade de um
resultado positivo indicar a presenga da doenga; o valor preditivo negativo (VPN) ou
probabilidade de um resultado negativo indicar a auséncia da doenga; a razdo de

verossimilhanga (RV) ou fator “Bayesian” é a medida de quanto um resultado positivo
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(RVP) ou negativo (RVN) altera a probabilidade de ter ou n&o ter a condigdo/doenca.
A RV em testes diagndsticos € uma medida que quantifica como um resultado de um
teste muda a probabilidade de uma doencga, comparando a probabilidade de um
resultado em pacientes doentes com a probabilidade do mesmo resultado em
pacientes sem a doenca ou controles. A RVP indica quanto a probabilidade de
doencga aumenta com um resultado positivo no teste. Quanto maior a RVP, maior a
probabilidade de doenca apds um resultado positivo. Uma RVN indica quanto a
probabilidade de doenga diminui com um resultado negativo no teste. Quanto menor
a RVN, menor a probabilidade de doenga apdés um resultado negativo (Deeks e
Altman, 2004); a acuracia diagndstica ou preciséo, é definida como a probabilidade
geral de que um paciente seja classificado corretamente (Deeks e Altman DG, 2004);
a razao de chances do diagnéstico ou DOR (“diagnostic odds ratio”), é aplicada para
expressar a forga da associagado entre o resultado do teste e a doenga (Glas et al,
2003); e o valor de referéncia ou ponto de corte (“cutoff point”) que € um limiar de
referéncia que separa os resultados positivos dos negativos. A escolha do valor de
corte afeta tanto a sensibilidade quanto a especificidade do teste (Tabela 3).

O objetivo dos parametros diagnosticos foi demonstrar o desempenho técnico
da ADA-P, ou seja, avaliar se a ADA-P como biomarcador para classificar exsudatos
e transudatos pleurais fornece medi¢cdes consistentes para os valores reais
desconhecidos (Tabela 3). A avaliacdo de desempenho ou performance de um
biomarcador avalia a capacidade do biomarcador de detectar com precisdo uma
condigdo ou doenga. Em um estudo sobre testes diagndsticos, parametros
diagnosticos sdo importantes e representam aspectos diferentes do desempenho
técnico de um biomarcador. Os parametros diagnosticos sao as ferramentas utilizadas

para alcangar e avaliar essa precisdo. Compreender e utilizar ambos € crucial para
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tomar decisbes clinicas confiaveis sobre testes diagndsticos. Os parametros
diagndsticos sdo muito sensiveis as caracteristicas da populagdo no qual o teste é
avaliado (Ou et al., 2021; Matsui et al., 2021).

Analisando a Tabela 3, encontramos um valor de RVP de 14,64. Esse resultado
significa que um paciente com exsudato pleural tem 14,64 vezes mais probabilidade
de obter um resultado positivo para exsudato pleural com o teste ADA-P, no valor de
referéncia selecionado (=22 U/L), do que um paciente com transudato pleural. Quanto
maior o valor da RVP, mais forte a evidéncia de que a doenca esta presente apds um
resultado positivo.

Ainda na Tabela 3, observamos os resultados da razao de chances diagndstica
(DOR). A DOR ¢é uma estatistica familiar em epidemiologia, expressando a forgca da
associacao entre exposicao e doencga. Assim, foi calculada para expressar a forga da
associagao entre um resultado de ADA-P (U/L) e o diagndstico de exsudato pleural.
Um valor de DOR 23,26 (ou seja, um “odds ratio” = 23) significou que a odds (chance
relativa) da ADA-P para classificar um exsudato pleural foi 23 vezes maior em
comparagao com o grupo de transudato pleural com o valor de referéncia selecionado
de ADA-P (222 U/L).

A interpretacdo geral do valor de DOR=23 deve ser realizada da seguinte
maneira: OR = 1 — N&o ha associagao entre exposicdo e desfecho; OR > 1 —
Associagao positiva (a exposi¢do aumenta o risco do desfecho); OR <1 — Associagao
negativa (a exposigéo protege contra o desfecho). OR = 23 — Associagdo muito forte
entre a exposicéo e o desfecho (Tabela 3). Ndo encontramos na literatura pesquisada
trabalhos para comparacdo com a Tabela 3. Concluimos que o DOR de um teste é a
razao entre as chances de positividade na doenca em relagdo as chances de

positividade no ndo doente ou controle. DOR= RVP/RVN. O DOR oferece vantagens
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consideraveis em meta-analises de estudos diagndsticos que combinam resultados
de diferentes estudos em estimativas resumidas com maior precisdo. Um DOR
oferece vantagens quando usado em regressdo logistica com problemas de
diagndstico. A regressao logistica pode ser usada para construir regras de deciséao,
refletindo o valor diagnéstico combinado de uma série de variaveis diagndsticas ou
preditoras independentes (Glas et al., 2003).

Ainda analisando a Tabela 3, observamos que os valores de P e os intervalos
de confianga a 95% de probabilidade (IC95%) foram ferramentas importantes para a
interpretacao dos resultados dos parametros diagndsticos nesse estudo. Ambos foram
considerados em conjunto para obter uma compreensao completa dos resultados e
significancia estatistica. Se o intervalo de confianga nao incluisse o valor nulo (zero),
isso indicava que a diferenca foi estatisticamente significativa (P<0,05), pois o valor
nulo (sem efeito) ndo era uma opcéo plausivel dentro do intervalo. Além disso, a
largura ou amplitude do intervalo de confianga indica a precisdo da estimativa. Um
intervalo mais estreito significava uma estimativa mais precisa. Em conclus&o, os
valores de P e os IC 95% foram ferramentas complementares usadas na analise desse
estudo para avaliar a significancia estatistica dos resultados observados e estimar o
intervalo de valores plausiveis para os verdadeiros parametros diagnésticos do
biomarcador ADA-P para classificar exsudatos e transudatos pleurais a partir do valor
de referéncia selecionado (Tabela 3).

Também na Tabela 3, a acuracia foi empregada para mensurar a eficiéncia da
ADA-P para classificar exsudatos pleurais e possibilitar, assim, “medir” os achados
verdadeiros (verdadeiros positivos e verdadeiros negativos), alvo de todo teste
diagnostico. A acuracia de 54% para exsudato pleural expressou em numero (ou

proporgao), os resultados classificados corretamente pelo teste diagndstico da ADA-
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P para classificar exsudatos pleurais — Tabela 3 (Ranganathan, 2021; Schlattmann,
2022).

Poucos estudos anteriores investigaram a utilidade da ADA-P para a
classificagdo ou diagndstico de exsudatos pleurais. Semelhante ao nosso trabalho,
encontramos somente trés outros, mas sem a profundidade e robustez estatistica
apresentada nessa pesquisa. A Tabela 5 foi construida para comparacgao e discussao

(Mehta et al., 1970; Jadhav e Bardapurkar, 2007; Atalay et al., 2005).

Tabela 5 — Comparagao para discussao entre os parametros diagnésticos do biomarcador
adenosina desaminase pleural total (ADA-P) apds a selecdo do melhor ponto de corte para
classificagdo de exsudatos pleurais com referéncias encontradas na literatura

Referéncia para exsudato ADA-P - Cutoff - U/IL  Sensibilidade Especificidade Observagées
pleural, N (Critério de (%) (%)
selecdo)
Trabalho atual. Maranh&o et al. >22,0 (LR+ maxima) 44,35 96,98 Acuracia= 54%;
(2025), N=157 DOR=23,26 (Unicc
estudo
mencionando)
Mehta et al. (2015), N=101 >35,0 (Curva ROC sem 96,47 86,67 Acurécia =95%
definir critério de
selegdo)
Jadhav e Bardapurkar (2007), 22,0 (Critério de sele¢do 90,0 90,0 N3o menciona
N=60 n3o mencionado) curva ROC. Tabel:

de contingéncia
2x2 com cutoff

arbitrario?
Atalay et al. (2005), N=359 >15,3 (Indice de Youden) 85,8 82,3 Acurdcia similar
ao gradiente de

albumina e
proteinas totais

(82%)

Abreviaturas: N=numero total de casos. LR+=razdo de verossimilhan¢ga maxima positiva. DOR=0dds ratio diagnésticc

Em pesquisa clinica, ndo encontrar muitos resultados para comparacdes na
revisao de literatura pode significar varios aspectos. As interpretagdes mais comuns
sdo pouca evidéncia cientifica prévia (lacuna na literatura). Essa constatagéo pode
indicar que a pergunta da pesquisa é nova ou pouco explorada, o que é tanto uma
oportunidade quanto um desafio. Oportunidade porque estamos investigando algo

original e relevante, contribuindo com novos conhecimentos. Desafio porque existe
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menos base tedrica e dados prévios para fundamentar nossa hipdtese ou
metodologia. O que esses achados implicam para nossa pesquisa clinica? 1)
justificam nossa pesquisa porque pode reforgar a relevancia de realizar esse estudo
com ADA-P; 2) exigiu maior rigor metodolégico. Como havia poucos estudos
anteriores, nosso trabalho deveria ter uma robustez estatistica e metodologia ampla
para gerar evidéncia confidvel; e 3) exigiu uma boa revisdo de literatura porque
mesmo com poucos estudos diretos, foi importante explorar outros estudos
relacionados, modelos tedricos ou dados indiretos (Snyder, 2019; Rowley e Slack,
2004).

Uma boa revisdo de trabalhos publicados anteriormente tem muitas vantagens.
Primeiramente, evita o desperdicio de trabalho repetitivo e, portanto, economiza
recursos financeiros. Em segundo lugar, € um caminho para criar novas ideias a partir
do trabalho de outros pesquisadores, preenchendo as lacunas de pesquisa em
trabalhos anteriores e buscando entender o que ainda néo se sabe sobre um topico
especifico. Nosso trabalho preencheu uma lacuna na pesquisa da ADA-P para
classificagado de exsudatos pleurais porque a robustez estatistica ndo foi encontrada
nos poucos trabalhos existentes na reviséo da literatura (Skaik, 2013).

Seguindo orientag&o de varios autores, nossa revisao de literatura procurou ser
um resumo abrangente e ter analise critica das poucas pesquisas publicadas sobre
ADA-P para diagnosticar exsudatos pleurais. Assim, a usamos para resumir o
conhecimento existente fornecendo uma visao geral sobre SDP, tratamento, método
diagnostico ou pratica de saude; identificar lacunas e destacar topicos onde as
evidéncias sao insuficientes ou inconsistentes; apoiar nossas conclusoes clinicas para

ajudar médicos e pesquisadores a compreender a forga das evidéncias para a
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classificagado de exsudatos pleurais; e justificar a necessidade de novos estudos ou

ensaios clinicos sobre o tema (Leite et al., 2019).

5.9. Discussao sobre diferengas de interpretacao estatistica sobre o “odds ratio”
calculado a partir da curva ROC (“diagnostic odds ratio” ou DOR) e sobre o
“odds ratio” calculado e derivado de um modelo de predi¢ao clinica com

calculos de regressao

A razao de chances (RC) ou odds ratio (OR) de um modelo de regressao e a
razao de chances do diagndstico (DOR) conceitualmente vinculada a curva ROC sao
bastante diferentes em significado, origem e interpretacdo, embora ambos estejam
relacionados a avaliagdo da relacdo entre um preditor e um desfecho (Szumilas,
2010).

A DOR ¢ calculada usando sensibilidade e especificidade e indica o quanto as
chances de um resultado positivo no teste aumentam no grupo doente em
comparagao com o grupo nao doente. A DOR tem como utilidade e objetivo ajudar a
avaliar a precisao ou acuracia diagnostica geral de um teste ou biomarcador. A DOR
ao ser interpretada reflete o quao fortemente um teste discrimina entre positivos e
negativos em um valor de referéncia selecionado, mas € uma propriedade desse limite
especifico, ndo dos coeficientes do modelo. A DOR n&o depende da prevaléncia da
doenca; no entanto, assim como a sensibilidade e a especificidade, depende dos
critérios usados para definir a doenca e seu espectro de condi¢cdes patoldgicas do
grupo examinado (valor de referéncia, gravidade da doencga, fase, estagio,

comorbidade, etc (Simundic, 2009).
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Por outro lado, a razdo de chances de um modelo de regressao quantifica a
mudanga nas chances do desfecho (“‘outcome”, por exemplo, doenga) para uma
mudanca de uma unidade em uma variavel preditora, mantendo os outros preditores
constantes. A OR do modelo de regressao possui a finalidade e a utilidade para ajudar
a compreender o impacto individual de cada variavel preditora no resultado, isto &, a
OR de uma regressao avalia a relagao entre os preditores e o resultado dentro de um
modelo (Sperandei, 2014).

Nesse trabalho (Tabela 3) o valor do DOR foi calculado para exsudatos pleurais
com um valor igual a 23,26. Como ja mencionado um DOR > 4 possui um tamanho de
efeito estatistico robusto ou poderoso (“strong”), segundo a tabela original de
Ferguson (2009). Um “Diagnostic Odds Ratio” de 23 significa que a "odds" (chance)
de um resultado positivo da ADA-P (valor de referéncia 222,0 U/L) para exsudatos
pleurais, sdo 23 vezes maiores em pacientes com exsudato pleural em comparagao
aquelas sem a doenga (transudato pleural). Em termos praticos, um DOR elevado
como 23 indica que a ADA-P é altamente eficaz na discriminagéo entre individuos com
e sem exsudato pleural, sendo um bom discriminador da presencga de exsudato pleural
(Glas et al., 2003).

Nesse trabalho (Tabela 3), além do DOR=23,26, o IC a 95% foi de (3,08-
176,75). O intervalo de confianga (IC) de 95% foi usado para estimar a precisdo do
DOR. No entanto, como observamos, o que significa um IC a 95% amplo? Isto &,
variando de um valor muito baixo (3,08) a um valor muito alto (176,75). Significa que
ha muita incerteza em torno da estimativa. Isso pode ocorrer devido a tamanho
pequeno da amostra (ndo foi caso dessa pesquisa), dados insuficientes para
determinar a estimativa com preciséo (também nao foi o caso dessa pesquisa) ou alta

variabilidade nos dados (amostra ndo paramétrica). Nessa pesquisa certamente a
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ultima resposta € a mais adequada e justifica os valores calculados e apresentados
nas Tabelas 2 e Tabela 3.

Cabe lembrar, que diferente do valor de P, o IC de 95% nao relata a
significancia estatistica de uma medida. Na pratica, o IC de 95% é frequentemente
usado como um proxy para a presenca de significancia estatistica (Szumilas, 2010).

Para aprimorar a estimativa do DOR os seguintes métodos foram utilizados no
desenvolvimento desse trabalho: delineamento do estudo e coleta de dados (maior
tamanho de amostra do que necessaria, o que reduziu o erro aleatdrio na estimativa
da DOR); viés de verificagao foram evitados o que garantiu que todos os pacientes
recebessem o mesmo padrao de referéncia; o DOR foi complementado com razdes
de verossimilhanga, area sob a curva ROC e intervalos de confianga (Huang et al.,

2018).

5.10. Discussao sobre a validagcao do desempenho ou “performance” dos
parametros diagnésticos do biomarcador ADA-P para classificar
exsudatos e transudatos pleurais na auséncia de analise de regressao:
validagao interna, calibragao por “bootstrapping”, curva de calibracao e

indice de utilidade clinica

Os resultados dos estudos de acuracia diagnostica nem sempre séo validados
em diversas pesquisas publicadas na literatura especializada. A validagdo do
desempenho de testes diagndsticos sem analise de regressdo é uma abordagem que
deveria ser comum na literatura. Essa abordagem € valida, especialmente em estudos
em estagio inicial ou na avaliagdo de um unico biomarcador ou teste diagnostico.

Porém, existem limitages estatisticas que s&o auséncia de ajuste para fatores de
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confusdo (idade, sexo, e outros varios diferentes preditores independentes) e
superestimacado do desempenho se a validagao interna for muito otimista. Todavia, &
possivel avaliar a AUC de multiplos testes diagnésticos combinados ou somente um
teste “index” utilizando as ferramentas da curva ROC. Nesse trabalho, o desempenho
da ADA-P para classificar exsudatos pleurais foi validado internamente usando
métricas de diagndstico univariadas e técnicas de reamostragem (Van den Bruel et
al., 2006; Skalska e Freylich, 2006).

Nosso objetivo com a validagdo interna desse trabalho foi quantificar o
desempenho preditivo do modelo em dados de participantes reamostrados do
conjunto de dados de desenvolvimento da nossa casuistica, ou seja, utilizamos dados
da mesma populacido de pacientes utilizada para desenvolver o modelo e tentamos
avaliar o desempenho do modelo. A validagcdo interna concentra-se na
reprodutibilidade e visa especificamente garantir que as avaliagdes do desempenho
do modelo utilizando o conjunto de dados de desenvolvimento sejam honestas, ou
seja, que o otimismo n&o as influencie (Van den Bruel et al., 2006).

O termo validagcédo, embora amplamente utilizado, € enganoso, pois indica que
estudos de validagédo de modelos levam a uma resposta "sim" (boa validagao) ou "nao"
(validag&o ruim) sobre o desempenho do estudo. No entanto, o objetivo da validagao
de modelos estatisticos é quantificar o seu desempenho preditivo em dados de
participantes reamostrados do conjunto de dados de desenvolvimento (validagao
interna) ou em outros dados de participantes independentes que ndo foram utilizados
para o desenvolvimento do modelo ou validagdo externa (Moons et al., 2015).

A validacao interna é uma componente central da estatistica, pois se refere a
capacidade de um estudo estabelecer uma relacdo causal verdadeira entre uma

variavel independente (ADA-P, nesse trabalho) e uma variavel dependente (exsudato
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pleural, nessa pesquisa), sem que haja interferéncia de fatores externos ou variaveis
de confusao. Ela garante que os resultados observados sdo uma consequéncia direta
da manipulacado do experimento, e ndo de coincidéncias, influéncias ou fatores nao
controlados. Os fatores-chave que a validacdo interna controla na pesquisa de
biomarcadores diagndsticos sdo sobreajuste, estabilidade e robustez do modelo,
métricas de desempenho, controle de viés, desequilibrio de classe, estimativa de
variancia, viés de selecao de caracteristicas, reprodutibilidade e viés de otimizagao do
modelo (Steyerberg, 2019). Assim, a validacao interna da ADA-P nessa pesquisa foi
crucial para avaliar seu desempenho e confiabilidade usando os dados originais do
estudo (Tabela 4). Ela ajudou a garantir que a ADA-P detectasse com precisdo o
diagnodstico de exsudato pleural e forneceu resultados significativos para a pratica
clinica. A validacéo interna estimou o grau de erro aleat6rio, proporcionando confianga
nos resultados do teste antes de sua utilizagdo em cenarios reais, isto €, a validacao
interna avaliou o desempenho do modelo dentro do mesmo conjunto de dados a partir
do qual o modelo foi desenvolvido (Tabela 4). Foi fundamental evitar superestimar o
desempenho da ADA-P devido a sobreajustes ou padrdes aleatorios nos dados (Van
den Bruel et al., 2006).

O objetivo de construir uma curva de calibragdo da validagdo interna nesse
trabalho foi avaliar o quao bem as probabilidades previstas na AUC da curva ROC se
ajustassem com os resultados reais ou observados. Em termos mais simples, nossa
curva de calibracdo verificou que existiu uma concordancia entre as probabilidades

previstas e observadas como demonstrado na Figura 2 (van Calster et al., 2019).
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5.10.1. Discussao sobre o método classico de “bootstrapping” para
validagdo interna e calibracao do biomarcador ADA-P na

auséncia de um modelo de regressao

A validacao interna nesse trabalho foi avaliada por meio de um método classico
como “bootstrapping” que, geralmente, leva a resultados mais estaveis e menos
tendenciosos do que outras técnicas de validagao interna (Moons et al., 2015;
Efthimiou et al., 2024). Assim, o método “bootstrapping” foi o tipo de técnica de
validacao interna usada para a calibracdo desse estudo. Uma calibracido pode ser
definida como a concordancia entre os resultados observados e as previsbdes. A
validagao interna deve sempre ser realizada, mesmo na auséncia de um modelo de
predicdo clinica com analise de regressao, sendo o “bootstrapping” o método
preferido, entre outros encontrados na literatura como a validacéo cruzada e a analise
de amostra dividida (Steyerberg e Harrell FE, 2015). No “bootstrapping”, o conjunto
de dados completo € reamostrado diversas vezes com substituicdo, com estatisticas
sendo geradas em cada reamostragem, e as estatisticas de cada reamostragem séo
mescladas de maneira especifica (Ou et al., 2021; Elkahwagy et al., 2024). A
abordagem bootstrap nao requer suposigdes distributivas (Ying et al., 2021).

O “bootstrapping” nesse trabalho foi utilizado para derivar estimativas 6timas
de validade interna, conforme demonstrado na Tabela 4. Os intervalos de confianga
da AUC observados e esperados sem significancia estatistica pelo teste do Qui-
quadrado (P>0,05) validam internamente nossos resultados. Ainda analisando a
Tabela 4, também podemos concluir que as estimativas “bootstrap” produzem
resultados muito semelhantes as estimativas binormais. Em média, o “bootstrap”

fornece limites de confianga mais estreitos do que as estimativas binormais e nao
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paramétricas. O “bootstrap” € mais util, principalmente, quando as distribuicées séo
fortemente assimétricas, como nesse trabalho (Tabela 4). Os intervalos de confiancga
“bootstrap” sdo mais estreitos do que os nao paramétricos, principalmente para
pequenas amostras de dados (Skalska e Freylich, 2006).

Na Tabela 4 uma tolerdncia de menos de 2% com 1000 replicagdes foi
considerada apropriada. A corregcao de otimismo no “bootstrapping” € uma técnica
usada para ajustar a tendéncia dos modelos de superestimar seu desempenho
quando avaliados com os mesmos dados com os quais foram treinados, um fenébmeno
conhecido como "otimismo" ou "overfitting aparente". Ela essencialmente estima o
quanto o desempenho do modelo é inflado usando os préprios dados de treinamento
e, em seguida, subtrai essa inflagdo do desempenho aparente para obter uma
estimativa corrigida mais realista. No contexto da AUC, um IC de 95% para a AUC
corrigida forneceu um intervalo que se espera conter a AUC verdadeira e nao inflada
com 95% de confianga (lba et al., 2021). Ndo foram encontradas referéncias na

literatura para discuss&o e comparagéao (Tabela 5).

5.10.2. Discussao sobre a curva de calibragdo para validagao interna da
ADA-P para diagnosticar exsudatos pleurais na auséncia de um

modelo de regressao

Um modelo de predigdo robusto deve apresentar boa discriminacdo e
calibracao (Eddy et al., 2012; Matsui et al., 2021). Nesse trabalho, foi mostrada a
importancia da calibracédo e discriminagdo da ADA-P para diagnostico de exsudatos

pleurais na auséncia de um modelo de predigao clinica, como a regresséo logistica,

Discussao



60

entre outros. Nossa curva de calibragao representou graficamente a probabilidade
prevista de exsudato pleural em relagao ao resultado real observado da AUC derivada
da curva ROC (Figura 1, Figura 2). Um modelo perfeitamente calibrado tem uma
curva de calibragdo que é uma linha reta com inclinagao de 1, o que significa que a
probabilidade prevista € exatamente igual a frequéncia observada do evento (van
Calster et al., 2019; Collins et al. (2024).

A curva de calibragdo do trabalho (Figura 2) examinou a precisdo das
previsdes da AUC em termos de suas estimativas de probabilidade (van Calster et al.,
2019; Collins et al., 2024). Ela ajudou a avaliar o quédo bem um modelo de previséo
esta calibrado, ou seja, se suas previsbes sdo consistentes com as probabilidades
observadas. Nesse trabalho, a curva de calibracdo foi construida plotando as
probabilidades previstas do modelo em relagado aos resultados observados do IC 95
da AUC (Figura 2). Uma curva de calibragdo é avaliada ou analisada comparando
visualmente o grafico com uma linha diagonal ideal (onde as probabilidades previstas
e observadas estdo perfeitamente alinhadas). Desvios da linha ideal indicam
problemas de calibracdo, como superestimagao ou subestimagao de probabilidades.
Uma calibracdo ideal, entdo, segue perto a linha diagonal, isso indica uma boa
calibragao, o que significa que as probabilidades previstas do modelo sdo confiaveis
e consistentes com os resultados observados. Uma curva de calibragao insatisfatoria
se desvia significativamente da diagonal, isso sugere que as previsdes do modelo n&o
sdo confiaveis. Isso pode ser devido a sobreajuste, suposi¢cdes inadequadas do
modelo ou outros problemas (Steyerberg, 2019; Steyerberg et al., 2010).

O “bootstrapping” ajuda a estimar a incerteza na curva de calibragéo, criando
multiplas curvas a partir de diferentes amostras “bootstrap”. Isso fornece uma

avaliagao mais robusta da calibragédo do modelo do que depender de uma unica curva
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de calibragao a partir dos dados originais. Em resumo, uma curva de calibragdo € uma
ferramenta visual que ajuda a avaliar a precisao e a confiabilidade de um modelo de
previsdo, comparando suas probabilidades previstas com os resultados reais
observados. A reamostragem “bootstrap” fornece um método para estimar a
estabilidade e a variabilidade do modelo. Uma curva de calibragao, no contexto de um
modelo construido usando a curva ROC e a andlise da AUC, ajuda a avaliar o
alinhamento das probabilidades previstas do modelo com os resultados observados

(Steyerberg, 2019; Steyerberg et al., 2010; Skalska e Freylich, 2006; Ying et al., 2021).

5.10.3 — Discussao sobre o indice de utilidade clinica da ADA-P para

classificar exsudatos pleurais

A utilidade clinica de um teste diagndstico envolve avaliar seu impacto nos
resultados dos pacientes, na tomada de decisdes clinicas e na utilizagcdo de recursos
de saude. As instituicbes de medicina laboratorial devem adotar padrbes para
determinar a utilidade clinica como parte de seus Sistemas de Qualidade. A utilidade
clinica é o grau em que um teste diagnostico é util na pratica clinica, informagao que
nao € clara apenas com base na sensibilidade, especificidade e escores ROC
convencionais. A utilidade clinica depende de trés fatores principais: discriminacgao,
ocorréncia e aceitabilidade. O terceiro € dificil de quantificar matematicamente. A
maioria dos métodos diagnosticos considera apenas um fator (Bowling e Badrick,
2023).

Nesse trabalho, utilizamos a proposta de Mitchell (2011). O indice de utilidade
clinica (CUI) da ADA-P para o diagnostico de exsudatos pleurais foi calculado com um

valor quantitativo de 2,30 (CUI=2,309) com uma interpretagdo qualitativa de utilidade
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clinica excelente. Esse calculo foi realizado a partir de um “software” especifico, cujo
resultado quantitativo foi derivado do produto entre a sensibilidade e o valor preditivo
positivo da ADA-P. A interpretacdo do resultado em uma escala qualitativa é a
seguinte: CUI 20,81, utilidade clinica excelente; CUI 20,64, utilidade clinica boa; e CUI
= 0,49, utlilidade clinica satisfatéoria; CUI < 0,49, utilidade clinica insatisfatoria (Mitchell,
2011; Bolboaca, 2019).

Outro indice de utilidade clinica encontrado na literatura depende da acuracia
diagndstica, da probabilidade pré-teste e das consequéncias clinicas dos resultados
do biomarcador em analise. Nao possui um “software” especifico para resultado e o

seu calculo manual é complexo. (Asberg et al., 2019).
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6. CONCLUSOES

Conclusoes
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Em concordéancia com os objetivos do trabalho e analise dos resultados

concluimos que:

1)

A enzima adenosina desaminase total pleural (ADA-P) é um
biomarcador diagnoéstico que auxilia na classificagao de transudatos e
exsudatos pleurais utilizando somente o liquido pleural como material

bioldgico;

O valor de referéncia da ADA-P para classificar exsudatos pleurais
utilizando o critério da razdo de verossimilhanga positiva maxima no
espaco da curva ROC (“Receiver Operator Characteristic”) foi maior ou

igual a 22,0 U/L pelo método enzimatico validado;

Os parametros diagnésticos da ADA-P para classificar exsudatos
pleurais, com uma prevaléncia de 79% e utilizando o valor de referéncia
com o critério da razao de verossimilhanga positiva maxima no espago
da curva ROC foram, sensibilidade de 44%; especificidade de 96%; valor
preditivo positivo e negativo de 98% e 31%, respectivamente; razéo de
verossimilhanga positiva e negativa de 14,0 e 0,57, respectivamente;

razao de chance do diagnostico de 23,0 e acuracia de 54%;

O biomarcador ADA-P demonstrou possuir discriminagao, validagao

interna, calibracao e utilidade clinica para classificar exsudatos pleurais.
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5) Essas conclusdes podem ser interpretadas na perspectiva de que o uso
do teste ADA-P nao é apenas confiavel, mas também altamente eficaz
na distincdo entre exsudados e transudatos pleurais. Sendo assim,
configura-se em biomarcador util e mais um passo na busca pela

simplificagdo do diagnéstico diferencial da SDP.

A simplificagdo do diagndstico diferencial entre exsudato e transudato pleural
por método mais objetivo representa um avango relevante para a pratica clinica,
ampliando sua praticidade. Os achados desta pesquisa reforcam tal propdsito,
contribuindo para tornar essa abordagem mais efetiva.

As conclusdes alcancadas reforcam a importancia de pesquisas que visem
contemplar o principio basico de reverter os esforcos cientificos em beneficio do
diagndstico e tratamento da populagéo, bem como manter o caminho aberto para a

continuidade de descobertas no campo da SDP.
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RESUMO

Maranhdo, Bernardo Henrique Ferraz. ACURACIA DA ENZIMA ADENOSINA

DESAMINASE COMO BIOMARCADOR PARA DIAGNOSTICAR EXSUDATOS E
TRANSUDATOS PLEURAIS. (tese). Sdo Paulo: Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa
Casa de Sao Paulo; 2025.

Introdugao: Um passo inicial na avaliagdo de pacientes com sindrome do derrame
pleural (SDP) é determinar se o liquido pleural € um transudato ou um exsudato.
Objetivos: Investigar a acuracia da enzima adenosina desaminase total (ADA) como
biomarcador para classificar transudatos e exsudatos pleurais. Métodos: Um ensaio
de ADA total em liquidos pleurais (ADA-P) foi observado utilizando um kit comercial
em uma coorte de base populacional com delineamento retrospectivo. Resultados:
Foram coletadas 157 amostras de liquido pleural de individuos nao tratados com SDP
devido a causas diversas. A causa mais prevalente em amostras de transudato (21%,
n = 33/157) foi insuficiéncia cardiaca congestiva (79%, 26/33) e, entre amostras de
exsudato (71%, n = 124/157), tuberculose (28,0%, 44/124). Nao houve diferenca
significativa na proporgédo de ambos o0s sexos entre os grupos transudato e exsudato.
Os valores medianos de P-ADA foram significativamente diferentes (P < 0,0001) entre
exsudatos totais (18,4 U/L; 11Q, 9,85-41,4) e exsudatos sem tuberculose pleural (11,0
U/L; 1Q, 7,25-19,75) e transudatos (6,85; 11Q, 2,67-11,26). Para exsudatos, a AUC da
curva ROC foi de 0,820 (IC 95%, 0,751-0,877; P < 0,001), com excelente
discriminagao. O valor de referéncia da ADA-P para classificar exsudatos pleurais foi
maior ou igual a 22,0 U/L. Este valor foi determinado na curva ROC pelo critério que
proporcionou a razao de verossimilhanga positiva maxima (14,64; IC 95%, 2,11-101,9)

como ponto de corte. A validagao interna da AUC apds 1000 reamostragens foi
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avaliada com uma tolerancia menor que 2%. O indice de utilidade clinica da ADA-P
para o diagndstico de exsudatos pleurais foi calculado com um valor quantitativo de
CUI = 2,309, com uma interpretacao qualitativa de excelente. Conclusdes: A ADA-P
€ um biomarcador util para distinguir exsudatos e transudatos pleurais, com excelente
discriminagcao, validade interna e utilidade clinica. Como perspectiva, essas
conclusdes sugerem que o teste da ADA-P n&o é apenas confiavel, mas também
altamente eficaz na classificacdo entre exsudatos e transudatos pleurais.
Consequentemente, pode servir como uma ferramenta valiosa na pratica clinica,

melhorando a acuracia diagnéstica e os tratamentos dos pacientes.

Palavras Chave: Derrame pleural, adenosina desaminase, exsudatos, transudatos,

diagndstico, biomarcador.
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ABSTRACT

Maranhdo, Bernardo Henrique Ferraz. ACCURACY OF THE ENZYME

ADENOSINE DEAMINASE AS A BIOMARKER TO DIAGNOSE PLEURAL
EXUDATES AND TRANSUDATES. (thesis). Sdo Paulo: Faculty of Medical Sciences
of Santa Casa de S&o Paulo; 2025.

Introduction: An initial step in the evaluation of pleural effusion syndrome (PES) is to
determine whether the pleural fluid represents a transudate or an exudate. Objective:
This study investigates total adenosine deaminase (ADA) as a biomarker for
classifying pleural transudates and exudates. Methods: Total ADA in pleural fluids (P-
ADA) was measured using a commercial kit in a population-based cohort with a
retrospective design. Results. 157 pleural fluid samples were collected from untreated
individuals with PES due to several causes. The cause most prevalent in transudate
samples (21%, n = 33/157) was congestive heart failure (79%, 26/33), and that among
exudate samples (71%, n = 124/157) was tuberculosis (28.0%, 44/124). There was no
significant difference in the proportion of either sex between the transudate and
exudate groups. The median values of P-ADA were significantly different (P < 0.0001)
between both total exudates (18.4 U/L; IQR, 9.85-41.4) and exudates without pleural
tuberculosis (11.0 U/L; IQR, 7.25-19.75) and transudates (6.85; IQR, 2.67-11.26). For
exudates, the AUC from the ROC curve was 0.820 (95% CI, 0.751-0.877; P < 0.001),
with excellent discrimination. The reference value of P-ADA to classify pleural
exudates was greater than or equal to 22.0 U/L. This value was determined in the ROC
curve by the criterion that provided the maximum positive likelihood ratio (14.64; 95%

Cl, 2.11-101.9) as the cutoff point. Internal validation of the AUC after 1000 resamples
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was evaluated with a tolerance minor than 2%. The clinical utility index of the P-ADA
for diagnosing pleural exudates was calculated as 2.309, which is interpreted
qualitatively as excellent. Conclusion: P-ADA is a useful biomarker for distinguishing
pleural exudates from transudates with excellent discrimination, internal validity, and
clinical utility. From this perspective, these conclusions suggest that the P-ADA test is
not only reliable but also highly effective in distinguishing between pleural exudates
and transudates. Consequently, it may serve as a valuable tool in clinical practice,

improving diagnostic accuracy and patient outcomes.

Keywords: Pleural effusion, Adenosine deaminase, Exudates, Transudates;

Diagnostic;, Biomarker.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO, DISCRIMINAGCAO E CALIBRAGOES POR VALIDACOES
INTERNA E EXTERNA, PARA UM ESTUDO COM DELINEAMENTO
OBSERVACIONAL COM FINALIDADE DE ACURACIA DIAGNOSTICA E MODELOS
DE PREVISAO COM ADENOSINA DESAMINASE E OUTROS BIOMARCADORES
ORIUNDOS DE TORACOCENTESE E/OU CIRURGIA TORACICA VIDEOASSISTIDA
PARA DIAGNOSTICO DE TRANSUDATOS, EXSUDATOS, TUBERCULOSE E
OUTRAS CAUSAS DE SINDROME DE DERRAME PLEURAL NO BRASIL

Pesquisador: CYRO TEIXEIRA DA SILVA JUNIOR

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 48946121.9.0000.5243

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.947.168

Apresentacgido do Projeto:

Apresentacgio do Projeto

O pesquisador discorre a respeito do acumulo anormal de liquido na cavidade pleural denominado derrame
pleural, ou mais precisamente, sindrome do derrame pleural (SDP). Afirma que a formacao de um derrame
pleural envolve um ou mais mecanismos capazes de aumentar a entrada ou de diminuir a saida de liquido
da cavidade pleural em condigdes fisiologicas. Os mecanismos fisiopatolégicos que provocam o derrame
pleural, com a intengao de diagnosticar e tratar as doengas, ainda é desconhecido. A SDP, apesar de todos
avangos tecnolégicos ocorridos nos Gltimos anos, ainda apresenta dificuldades para o diagnéstico da causa
basica, principalmente, em servigos de salde ndo especializados para diagnéstico de doencas toracicas. A
literatura mundial relata que, atualmente, mesmo sendo o paciente exaustivamente investigado, a causa fica
sem ser estabelecida entre 2% e 41% dos casos em diversas séries pesquisadas. A SDP pode ter como
causa (s) diversas doencgas primdrias da pleura e/ou secunddrias a lesdes do parénquima pulmonar e/ou
enfermidades sistémicas. Portanto, o presente estudo pretende investigar se a enzima adenosina
desaminase (ADA-P) e outros biomarcadores pleurais poderiam ser utilizados para fins de acuracia
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e predi¢do diagnéstica das principais ¢ de sind de derrame pleural no Brasil, principalmente
transudatos, exsudatos e tuberculose pleural.

Hipotese

Hipétese nula ou Ho: os eventos sdo independentes (ndo ha associagdo entre biomarcadores e causas de
sindrome do derrame pleural);

Hipétese alternativa ou H1: os eventos ndo sdo independentes (ha associagdo entre biomarcadores e
causas de sindrome do derrame pleural). Alfa=0,05).

Desenho de estudo, Metodologia proposta e coleta de dados

Trata-se de estudo observacional retrospectivo com finalidade de predi¢ao e acuracia diagnéstica, que sera
realizado em 120 participantes oriundos da unidade do HUAP, Centro de diagnéstico e investigacdo da
tuberculose Professor Mazzini Bueno — CAIT. Esse estudo cumprira rigorc te os métodos das
diretrizes internacionais para liar estudos primarios de acuracia diagnéstica como o STARD (Standards
for the Reporting of Diagnostic Accuracy Studies), o TRIPOD para predigao de diagnéstico e o STROBE
para estudos observacionais.

Sobre a metodologia, (i) os dados quantitativos e qualitativos dos nossos pacientes serdo resumidos em
uma planilha do MS-Excel, versdo 2010;

As variaveis que serdo coletadas no estudo: idade, sexo, diagnéstico confirmado de transudato pleural pelo
padrdo aureo, diagnéstico confi do de dato pleural pelo padrao dureo, dosagem de adenosina
desaminase total no liquido pleural e soro, outros biomarcadores séricos e pleurais com acuracia
diagnéstica para as principais causas de SDP no Brasil: glicose; DLH; proteinas totais; marcadores de
colagenases, marcadores tumorais, amilase, lipase, pH (sempre avaliado em aparelho de gasometria
arterial);, proteina C reativa titulada, interferon-gama, fator alfa de necrose tumoral e outras citocinas,
biomarcadores de citologia pleural, histopatologia e microbiologia pleural, exames de imagem (ETUS, RM,
TC e cintilografia pleural), acetilcolina e outros neurotransmissores e outras causas confirmadas de
sindrome do derrame pleural de acordo com os critérios de inclusdo e de diagnéstico.

(ii) serdo realizados célculos de distribuicdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk; (iii) as medidas
representativas do conjunto de dados da pesquisa serdo r idas em medidas de tendéncia central ou
medidas de centralidade. Como plos serdo utilizadas as médias aritméti ¢ dianas. Como

medidas de dispersdo em torno da média sera utilizado o desvio padrdo e em torno da mediana sera
utilizado intervalos interquartis ou percentis a 25% e 75%; (iv)
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como alternativa para o teste paramétrico de ANOVA sera utilizado o teste de Kruscal-Wallis (K-W). O teste
de comparagdes maltiplas de Dunn (1964) ou pés-teste de Dunn ou teste post-hoc de Dunn sera utilizado
apés o teste de Kruskal-Wallis, se e somente se o teste de K-W permita rejeitar a hipétese nula ou Ho; (v) o
programa denominado GraphPad Prism versao 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego
California, USA, sera utilizado para os objetivos dos calculos mencionados nos itens anteriores; (vi) os
testes do Qui-quadrado ou exato de Fisher, quando apropriados, serdo utilizados para comparagao de
propor¢des da variadvel qualitativa sexo. Esses calculos serdo realizados utilizando o programa MedCalc
para Windows, versdo 19.0.5, 2019 (MedCalc Software, Ostend, Belgium); (vii) a técnica ndo paramétrica
denominada regra do trapezoide sera escolhida nos softwares para constru¢do da curva ROC. Na curva
ROC a selegao do melhor valor de referéncia de ADA-P para classificar transudatos e exsudatos pleurais
sera escolhida pelo critério dos maiores valores da razdo de verossimilhanga positiva maxima e razdo de
chance para o diagnéstico — DOR (Caraguel et al., 2011). Os programas estatisticos NCSS [NCSS 11
Statistical Software (2016), NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA] e MedCalc para Windows, versdo 19.0.5,
2019 (MedCalc Software, Ostend, Belgium) serdo utilizados para construgdo da curva ROC e (viii) os
seguintes parametros ou métodos de acuracia, com seus respectivos intervalos de confianga a 95% de
probabilidade, serdo utilizados para avaliar a importancia clinica do biomarcador ADA-P para o diagnéstico
de transudatos e exsudatos pleurais a partir do ponto de corte selecionado na curva ROC: sensibilidade,
especificidade, valores preditivos, razdes de verossimilhanga, precisdo diagnéstica, andlise de risco,
diagnéstico e prevaléncia.

As significancias estatisticas e clinicas serdo obtidas através dos valores de P bilateral de 0,05 ou menos.
Os intervalos de confianga (IC) com 95% de probabilidade serdo considerados para indicar significancia
estatistica e clinica com AUC > 0,75 para avaliagdo de significancia clinica. Serdo realizados métodos
estatisticos para discriminagao e calibragao dos resultados encontrados.

Amostra e cdlculo da amostragem

120 participantes, uniformizado em todos os documentos.

A populagdo-alvo sera constituida de individuos adultos com mais de 19 anos, de zona urbana, da regido
metropolitana da cidade do Rio de Janeiro com o diagnéstico de Sindrome do Derrame Pleural e
necessitando diagnéstico causal e sem procedimentos cirdrgicos e tratamento prévio para SDP. O tamanho
minimo de uma casuistica para estudo de acuracia e calculo de valor de referéncia sera de 120 (cento e
vinte) participantes divididos em dois grandes grupos: (i) casos de exsudatos (90 participantes) e (ii)
controles com transudatos (30 participantes). Esse tamanho foi
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calculado por programas de computacdo para cdlculo de valores de referéncia para biomarcadores em
amostras com distribui¢do ndo normal e pelas Diretrizes atualizadas do Painel de Especialistas em Teoria
da Referéncia e Valores da Federacdo Internacional de Quimica Clinica e Medicina Laboratorial (IFCC), e
recentemente publicada sob os auspicios da IFCC e da Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais — CLSI.

Critérios de inclusdo

Os critérios de inclusao serdo a realizagdo de exames para comprovagao da causa de sindrome do derrame
pleural e padrdo aureo para diagnéstico de transudatos e exsudatos pleurais em participantes adultos de
ambos os sexos com mais de 19 anos. O padrdo aureo para o diagnéstico correlacionado com o quadro
clinico do participante sera através do critério brasileiro de Maranhao e Silva Junior com as dosagens de
desidrogenase latica e proteinas totais somente no liquido pleural.

Critérios de exclusdo

Participantes adultos com sindrome do derrame pleural e com imunodeficiéncia adquirida, insuficiéncia renal
crdnica, hemotérax, terapia anticoagulante e trombolitica e aqueles em que o diagnéstico ficou
indeterminado, apesar de exaustivamente investigados.

Desfecho Primario

O desfecho primario dessa pesquisa sera o diagnéstico de exsudatos, transudatos, tuberculose pleural e
outras causas de SDP com o biomarcador adenosina desaminase.

Desfecho secundario

Os desfechos secundarios dessa pesquisa serdo: 1) calcular o valor de referéncia da ADA-P em populagdo
do Estado do Rio de Janeiro para diagnosticar pacientes com derrame pleural transudativo, exsudativo e
tuberculose pleural; 2) calcular os parametros diagnésticos de sensibilidade, especificidade, valores
preditivos, precisdo, razdes de verossimilhanga e diagnostic odds ratio da ADA-P, para avaliagdo da sua
acuracia, predi¢ao e o seu significado clinico com o valor de referéncia estipulado; e 3) identificar
covaridveis ou varidveis independentes que serdo coletadas no estudo como idade (anos), sexo feminino,
sexo masculino, e biomarcadores pleurais para diagnéstico do desfecho primario.
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Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos dedarados da pesquisa s3o:

OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de ADA total (ADA-P) e outros biomarcadores em liquidos pleurais em causas diversas de
sindrome do derrame pleural no Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Calcular o valor de referéncia da ADA-P e outros biomarcadores pleurais em populagdo do Estado do Rio
de Janeiro para diagnosticar pacientes com derrame pleural transudativo, exsudativo, tuberculose e outras
causais de sindrome do derrame pleural;

b) Calcular os parametros diagnésticos de sensibilidade, especificidade, valores preditivos, acuracia
preditiva, razdes de verossimilhanca e diagnostic odds ratio da ADA-P e outros biomarcadores pleurais para
avaliagdo da sua acurdcia, predigdo e significado clinico com os valores de referéncias estipulados para
transudato, exsudato, tuberculose e outras causas de sindrome do derrame pleural.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador apresenta como riscos e beneficios:

Riscos

O risco de uma pesquisa é a possibilidade decorrente (chance, probabilidade) de danos, passivel de
indenizacao, a dimensdo fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano dela
participante. Considerando que n3o ha na normativa do Sistema CEP/CONEP do CNS para os riscos
envolvidos em pesquisas retrospectivas com prontuarios, mas também considerando que a Resolugao
466/2012 traz que toda pesquisa possui riscos, classificamos como tendo riscos minimos essa pesquisa. O
risco minimo de nossa pesquisa podera ser a quebra de sigilo, ainda que involuntaria e nio intencional. E
um risco possivel que sera reconhecido e informado ao participante no TCLE. Para minimizar esse risco o
banco de dados eletrdnico consultado somente estara disponivel com senha de conhecimento do
pesquisador responsavel pelo projeto e na planilha para estatistica somente constara o nimero do
prontuario do paciente e nunca seus dados pessoais.

Beneficios:

Nao havera benefici