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ARTIGO ORIGINAL

Proteina 3 contendo um dominio NACHT,
porcao C-terminal rica em repeti¢oes de
leucina e de dominio pirina e LL-37: valor
prognostico de novos biomarcadores em
pneumonia adquirida na comunidade

Chuanan Zhu'?, Yingfan Zhou?®, Jiabin Zhu*<, Ye Liu"¢, Mengyi Sun'®

RESUMO

Objetivo: Este estudo teve como objetivo determinar os niveis séricos de proteina
3 contendo um dominio NACHT, porcao C-terminal rica em repeticoes de leucina e
de dominio pirina (NLRP3) e catelicidina LL-37, bem como investigar sua importancia
prognostica em pneumonia adquirida na comunidade (PAC). Metodos: Este estudo
prospectivo incluiu 76 pacientes com PAC. Foram obtidos dados demograficos e
caracteristicas clinicas. Os niveis séricos de NLRP3 e LL-37 foram determinados por meio
do teste ELISA. A correlacao entre NLRP3 e LL-37 foi estimada por intermédio da anélise
de Spearman. A associacao entre NLRP3 e LL-37 com 30 dias de taxa de sobrevida e
de mortalidade foi avaliada pela curva de Kaplan-Meier e analise de regressao logistica.
Resultados: Os niveis sericos de NLRP3 estavam elevados, enquanto os niveis de
LL-37 apresentaram reducao significativa em pacientes com PAC grave. Observou-se
correlacao significativa entre os niveis sericos de NLRP3 e LL-37 em pacientes com
PAC. Pacientes com niveis elevados de NLRP3 e niveis reduzidos de LL-37 exibiram
maior taxa de sobrevida em 30 dias e de mortalidade quando comparados com aqueles
com niveis inferiores de NLRP3 e LL-37. Conclusoes: Pacientes com PAC grave tendem
a apresentar niveis séricos elevados de NLRP3 e niveis reduzidos de LL-37, o que pode
ser utilizado como um potencial biomarcador prognostico.

Descritores: Pneumonia adquirida na comunidade; Prognostico; Biomarcadores ; Estudo

prospectivo.

INTRODUCAO

A pneumonia é reconhecida como um importante
problema de saude publica e uma das causas mais comuns
de hospitalizacdo e de morte ao redor do mundo, sendo
classificada como pneumonia adquirida na comunidade
(PAC) ou pneumonia adquirida em hospital, de acordo
com o ambiente de infeccdo.*? Doengas pulmonares
parenquimatosas que ocorrem fora de um ambiente
hospitalar tém sido tradicionalmente categorizadas como
PAC, apresentando significante morbidade e mortalidade.
A incidéncia de PAC varia de 0,33% a 4,6% ao ano na
populagdo idosa, dependendo das condigdes de comorbidade
e gravidade da PAC.G Avancos nos cuidados médicos
tém permitido uma sobrevida aos pacientes com PAC
grave, porém, para a maioria deles, as melhorias nos
tratamentos sdo imperceptiveis.® Portanto, a busca
por melhores biomarcadores é um topico importante.

Até o momento, varios biomarcadores séricos foram
descobertos para prever a gravidade da doenga e o
progndstico para pacientes com PAC. Por exemplo,
Kolditz et al.”’ realizaram um estudo prospectivo para
demonstrar que o cortisol sérico prediz a mortalidade e a

doencga critica em pacientes com PAC, independentemente
dos escores clinicos e dos biomarcadores inflamatorios.
Angus et al.® descobriram que os niveis do grupo de
alta mobilidade sérica box 1 eram maiores em pacientes
com PAC do que em controles saudaveis e estavam
associados com a mortalidade. Além disso, Zhang et
al.® identificaram o peptideo natriurético cerebral tipo
N-terminal pro-B como um preditor efetivo dos eventos
adversos cardiacos em pacientes com PAC, o que foi
positivamente correlacionado com a gravidade da doenga.

O peptideo de defesa do hospedeiro LL-37, um
fragmento do precursor hCAP18 da proteina catelicidina,
foi previamente identificado como um potente regulador
da resposta inflamatoria.('2 Além das propriedades
anti-infecciosas, o LL-37 também regula a secrecdo
e a liberagdo de varias citocinas inflamatdrias pelas
células imunes. Jiao et al.(*) mostraram que o LL-37
deteriorou a asma via ativagdo de eosindfilos interagindo
com células bronquio-epiteliais.Ademais, LL-37 exibiu
melhora da sobrevida de camundongos sépticos por
meio da exibicdo de piroptose de macrdfagos, produgéo
de citocinas inflamatdrias e crescimento bacteriano.?
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No entanto, a expressdo e a significancia clinica do
LL-37 na patogénese da PAC ainda ndo sdo claras.

O NLRP3 tem um importante papel no processo
inflamatdrio em varias doencas e diversos processos
bioldgicos.*® Estudos mostram que o NLRP3 se eleva
em razdo de inflamacdo induzida por lesdo e, entdo, é
ativado, podendo promover pneumonia.®* No entanto,
poucos estudos enfocam na significancia clinica de
NLRP3 sérico em pacientes com PAC. O presente estudo
tem como objetivo investigar a expressao de LL-37
e NLRP3 em pacientes com PAC, buscando oferecer
mais informacles sobre essa doenca e gerar novos
alvos para o tratamento de PAC.

METODOS

Populagao do estudo

Este estudo prospectivo incluiu 76 pacientes com
PAC e 50 controles saudaveis, entre janeiro de 2015
e dezembro de 2016, no Jining No.1 People’s Hospital.
A PAC foi diagnosticada com base em sintomas do trato
respiratorio inferior e confirmada com radiografia toracica
em 24 horas a partir da internagdo. Os pacientes com
pneumonia associada a cuidados de salude e aqueles
com doencas autoimunes foram excluidos. O indice
de gravidade de pneumonia (PSI) foi utilizado para
classificar os pacientes nas classes leve/moderada
(PSI classe de risco I-III) ou grave (PSI classe de risco
IV-V), conforme previamente descrito.*> Todos os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité
de Etica do Jining No.1 People’s Hospital. E todos os
participantes assinaram um termo de consentimento.

Coleta de dados

A avaliagdo de base incluiu idade, sexo, tratamento
antimicrobiano antes do estudo, sintomas clinicos,
dados laboratoriais, escore de PSI e mortalidade
durante 30 dias de acompanhamento.

Teste de laboratorio

As amostras de sangue foram coletadas dentro
de 24 horas a partir da internagdo e armazenadas
a -70 °C. A contagem de glébulos brancos (LEU) foi
determinada pelo laboratério do hospital. O teste ELISA
foi realizado com kits comerciais para quantificagdo da
proteina C-reativa (CRP; Roche Diagnostics, Almere,
The Netherlands), NLRP3 (Shanghai Sunred Biological
Technology Co., Ltd., Shanghai, China) e LL-37 (Hycult
Biotechnology, Uden, The Netherlands), de acordo com
o protocolo do fabricante.

Andlise estatistica

Varidveis continuas foram apresentadas como
média £ desvio-padrdo, se normalmente distribuidas,
ou como média, caso ndo normalmente distribuidas, e
comparadas por meio do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney,
enquanto as comparagdes entre os grupos de variaveis
categoricas foram realizadas usando o teste do qui
qguadrado. A analise de coeficiente de correlacdo de
Spearman foi realizada para determinar a relacdo
entre os niveis séricos de NLRP3 e LL-37. O método
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de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a analise
de sobrevida. A correlagdo entre CRP, NLRP3 e LL-37
sérico e mortalidade em 30 dias foi feita utilizando
andlise de regressao logistica multivariada. Em todas as
analises, o valor-p<0,05 foi considerado significativo.
As analises estatisticas foram realizadas com o SPSS,
versao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes

Foram incluidos no estudo 76 pacientes com PAC,
cujos dados demograficos e caracteristicas clinicas
estdo ilustrados na Tabela 1. Ndo houve diferenga
significativa entre os pacientes com PAC leve/moderada
e grave com relacdo a idade, ao sexo, ao tratamento
antimicrobiano antes do estudo e aos sintomas clinicos.
Pacientes com PAC grave exibiram niveis séricos
mais elevados de PCR, leucdcitos e NLRP3, niveis
reduzidos de LL-37 e maior taxa de PSI IV-V e de
mortalidade durante os 30 dias de acompanhamento
quando comparados com aqueles que apresentaram
PAC leve/moderada (p<0,05).

Andlise de correlagdo dos niveis séricos de
NLRP3 e LL-37

Foram comparados também os niveis séricos de
NLRP3 e LL-37 entre pacientes com PAC e controles
saudaveis. O teste ELISA indicou niveis séricos mais
altos de NLRP3 e LL-37 em pacientes com PAC do
que em controles saudaveis (p<0,05) (Figura 1A).
A analise de correlacdo de Spearman revelou uma
correlagdo negativa entre os niveis séricos de NLRP3
e LL-37 (p<0,05) (Figura 1B).

Relacdo entre NLRP3 e LL-37 e parametros
clinicos

Para determinar a significancia clinica de NLRP3
e LL-37, todos os pacientes foram classificados em
grupos de NLRP3 e LL-37 alto/baixo, de acordo com
valores médios ou medianos. Conforme a Tabela 2,
0s pacientes com niveis elevados de NLRP3 ou
reduzidos de LL-37 apresentaram niveis mais altos de
PCR, leucdcitos e mortalidade durante os 30 dias de
acompanhamento quando comparados com pacientes
com niveis séricos mais baixos de NLRP3 e mais altos
de LL-37 (p<0,05). Além disso, observou-se um maior
numero de pacientes das classes I-11I (PSI<90 pontos)
e IV-V (PSI>90 pontos) entre os niveis elevados de
NLRP3 e mais baixos de LL-37 quando comparados
com pacientes com niveis mais baixos de NLRP3 ou
mais elevados de LL-37 (p<0,05).

Associacdo entre NLRP3 e LL-37 e taxa de
sobrevida em 30 dias e de mortalidade

Avaliou-se também a relevancia prognostica de NLRP3
e LL-37 sérico em pacientes com PAC. As curvas de
sobrevida Kaplan-Meier revelaram que pacientes com
niveis mais altos de NLRP3 ou LL-37 apresentaram
taxa de sobrevida menor do que aqueles com niveis
mais baixos de NLRP3 ou LL-37 (p<0,05) com base
no teste de classificagdo de log (Figura 1C).
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Em seguida, realizou-se a regressdo logistica e os niveis reduzidos de LL-37 foram intimamente
multivariada de acordo com os resultados apresentados.  associados com a mortalidade em 30 dias em pacientes
Conforme a Tabela 3, os niveis elevados de NLRP3 ~ com PAC (Tabela 4).

Tabela 1. Informag0es clinicas basicas de todos os pacientes.

Variaveis PAC leve/moderada PAC grave
(n=41) (n=35)

Idade média, anos 59,3 + 10,1 61,7 + 12,6
Sexo, masculino: feminino 24: 17 20: 15
Antibioticos recebidos antes do tratamento, n (%) 21 (52,5) 16 (45,7)
Sintomas, n (%)
Febre 9 (46,3) 8 (51,4)
Tosse 5 (36,6) 5 (42,8)
Escarro 13 (31,7) 2 (34,2)
Falta de ar 9 (21,9) 9 (25,7)
Dor no peito 6 (14,6) 7 (20,0)
Laboratorio
PCR, mg/L 63 (25-180) 130,5 (81-~235)*
Leucograma, 10°/mL 3(7,1-14,4) 13 1(10,2~17,5)*
NLRP3, ng/mL 31 (20-~45) 49 (38-60*
LL-37, ng/mL 132 (87-195) 86 (39-124)*
PSI, n (%)
-1 41 (100) 0(0)
IV-V 0(0) 35 (100)*
Mortalidade durante 30 dias de acompanhamento, n (%) 7 (17,0) 12 (34,2)*
*p<0,05.

Tabela 2. Resultados clinicos em pacientes com PAC com alto/baixo nivel sérico de LL-37 ou NLRP3.

Variaveis Baixo LL-37 Alto LL-37 Baixo NLRP3 Alto NLRP3
(n=39) (n=37) (n=38) (n=38)
Idade média, anos 59,6 + 10,5 61,5+ 11,8 60,3 + 11,2 61,1+12,3
Sexo, masculino: feminino 23: 16 21: 16 23: 15 21: 17
Antibioticos recebidos antes do 19 (48,7) 18 (48,6) 18 (47,4) 19 (50,0)

tratamento, n (%)
Sintomas, n (%)

Febre 0 (51,3) 7 (45,9) 17 (44,8) 20 (52,6)
Tosse 4 (35,9) 6 (43,2) 14 (436,8) 16 (42,1)
Escarro 13 (33,3) 2 (32,4) 12 (31,2) 13 (34,2)
Falta de ar 8 (20,5) 10 (27,0) 8 (21,1) 10 (26,3)
Dor no peito 7 (17,9) 6 (16,2) 5(13,2) 8 (21,1)
Laboratorio

PCR, mg/L 137 (83-235) 68 (25-174)* 60 (25-169) 135 (84-235)"
Leucograma, 10°/mL 12,9 (11,2~17,5) 9,3 (7,1-14,5)* 8,7 (7,1~13,8) 13,5 (11,0~-17,5)*
NLRP3, ng/mL 50 (40~60) 30 (20~43)* 142 (90~195) 73 (39-120)*
PSI, n (%)

-1l 11(28,2) 30(81,1)* 32 (84,2) 9 (23,6)"
IV-V 28 (71,8) 7(18,9)* 6 (15,8) 29 (76,3)"
Mortalidade durante 30 dias de 13 (33,3) 6 (16,2)* 5(13,2) 14 (36,8)"

acompanhamento, n (%)
*p<0,05, comparado com o grupo de LL-37 baixo; #p<0,05, comparado com o grupo de NLRP3 baixo.

Tabela 3. Correlagdo entre niveis séricos de NLRP3 e LL-37 com 30 dias de mortalidade para pacientes com PAC por
analise de regressdo multivariada logistica.

Wald Odds ratio IC 95% Valor-p
PCR 1,037 1,014 (0,852-1,243) 0,174
NLRP3 13,970 1,146 (1,067-1,231) <0,001
LL-37 14,600 0,947 (0,921-0,974) <0,001
PSI 0,765 1,574 (0,687~2,039) 0,421

IC: intervalo de confianga.
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Figura 1. (A) Niveis séricos de NLRP3 e LL-37 em pacientes com PAC (n=76) e controles saudaveis (n=50), e os niveis
em pacientes com PAC leve/moderada (n=41) ou grave (n=35), determinado por ELISA. *p<0,05 vs. grupo controle;
(B) Analise de correlagéo entre NLRP3 e LL-37 em pacientes com PAC usando analise de correlagdo de Spearman;
(C) Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para pacientes com PAC com baixos e altos niveis de NLRP3 ou LL-37.
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Variavel
Idade médica, anos
Sexo, masculino:feminino
Antibioticos recebidos antes do tratamento, n (%)
Sintomas, n (%)
Febre
Tosse
Catarro
Falta de ar
Dor no peito
Laboratorio
PCR, mg/L
Leucocitos, 10°/mL
LL-37, ng/mL
PSI, n (%)
-1
IV-V
Mortalidade durante acompanhamento de 30 dias, n (%)
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Tabela 4. Resultados Clinicos em pacientes com PAC com alto/baixo nivel sérico de NLRP3.
Baixo NLRP3, n=38

Alto NLRP3, n=38

60,3 + 11,2 61,1+ 12,3
23: 15 21: 17
18 (47,4) 19 (50,0)
17 (44,8) 20 (52,6)
14 (436,8) 16 (42,1)
12 31,2) 13 (34,2)
8 (21,1) 10 (26,3)
5(13,2) 8 (21,1)

60 (25-169) 135 (84~235)*
8,7 (7,1~13,8) 13,5 (11,0-17,5)*
142 (90-195) 73 (39-120)*

32 (84,2) 9 (23,6)*

6 (15,8) 29 (76,3)*
5 (13,2) 14 (36,8)*

*p<0,05, comparado com o grupo de baixo cortisol.

DISCUSSAO

A PAC é uma doenca infecciosa comum associada com
significativa morbidade e maior taxa de mortalidade,
impondo uma ameaga a salde humana ao redor do
mundo.*1617) Nos dias atuais, o diagndstico inicial de
PAC inclui, principalmente, sintomas respiratdrios e
sinais gerais, 0 que pode ndo ser um reflexo preciso
da condigdo. Embora lesdes pulmonares invisiveis
sejam precisamente localizadas com fluoroscopia, os
métodos toracicos atualmente utilizados de tomografia
e radiografia toracicas sdo radioativos e muito caros.(1®)
Existe, portanto, uma necessidade urgente da descoberta
e validacdo de novos biomarcadores séricos para PAC.

A PCR é uma proteina de fase aguda produzida pelas
células hepaticas, altamente envolvida em processos
inflamatorios.*® Os niveis séricos de PCR sdo geralmente
baixos em pessoas saudaveis, mas o estimulo por
estresse, tais como infecgdo e dano ao 6rgdo ou
tecido, pode desencadear um aumento significativo
de PCR sérica, o que ndo é susceptivel a antibidticos,
ma nutrigdo, glicocorticoides ou imunossupressores. 2%
A PCR ¢é o biomarcador mais utilizado no diagnoéstico e
no tratamento de PAC por causa de seu baixo custo e
sua alta sensitividade a inflamacdo.?*?> No presente
estudo, os niveis de PCR estavam altamente expressos
em pacientes com PAC grave quando comparados com
pacientes com PAC leve/moderada.

O papel de NLRP3 no processo inflamatério,
incluindo pneumonia, tem sido demonstrado por
varias pesquisas. Van Lieshout et al.?* mostraram
que o inflamassoma NLRP3 prejudica a defesa do
hospedeiro durante pneumonia letal em camundongos.
Também foi encontrado que o staphylococcus aureus
a-hemolisina pode mediar a viruléncia por meio da
ativagao do inflamassoma NLRP3 em camundongos
com pneumonia.®®” No entanto, apesar desses estudos,

poucas outras pesquisas demonstraram a significancia
clinica de NLRP3 em pacientes com PAC. Os resultados
deste estudo revelam, pela primeira vez, que o NLRP3
sérico foi significativamente regulado em pacientes
com PAC quando comparados com controles saudaveis,
bem como em pacientes com PAC grave quando
comparados aos pacientes com PAC leve/moderada.
Investigagbes adicionais elucidaram que pacientes
com niveis elevados de NLRP3 apresentaram niveis
séricos mais elevados de PCR e mais baixos de LL-37,
maior nimero de leucdcitos e mortalidade em 30 dias.

O LL-37 é 0 Gnico membro da familia catelicidina que
é clivada a partir de um polipeptideo antimicrobiano
catiénico de 18 kDa. Além da sua ampla atividade
antimicrobiana, o LL-37 tem papel fundamental na
modulagdo imune e na cicatrizagdo de feridas, além
de ser antitumoral.?>2%) Foi comprovado que o LL-37
€ significativamente sub-regulado em criancas com
pneumonia.®?” Hou et al.?® também mostraram que
o LL-37 pode inibir a inflamacdo induzida por LTA,
bem como suprimir o desenvolvimento de pneumonia
em camundongos. No entanto, ainda ndo é claro se
0s niveis séricos de LL-37 estavam associados com
0 prognostico de pacientes com PAC. Observou-se
que os niveis séricos de LL-37 em pacientes com
PAC, especialmente com PAC grave, também foram
significativamente sub-regulados, e pacientes com
LL-37 mais baixos apresentaram uma menor taxa de
sobrevida. O presente estudo também tem algumas
limitacOes: a populacdo do estudo é limitada e os
mecanismos pelos quais NLRP3 e LL-37 afetam a PAC
continuam desconhecidos. Todas essas limitacdes
requerem mais estudos para confirmagao.

Em conclusdo, conduziu-se um estudo prospectivo
para investigar a significancia clinica de NLRP3 e LL-37
em pacientes com PAC. Os resultados mostraram que
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NLRP3 estava significativamente elevado, enquanto LL-37
estava significativamente sub-regulado em pacientes
com PAC. Além disso, ambos foram correlacionados
com o prognostico dos pacientes com PAC. Este estudo
oferece evidéncias clinicas adicionais e um entendimento
mais profundo do papel de NLRP3 e LL-37 em PAC.
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