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RESUMO

Introducdo: Durante a infeccdo por SARS-CoV-2, a ativacdo do sistema imune foi
caracterizada por alta secrecdo de citocinas em resposta a infeccdo. A partir dessa
observacao, o uso de dexametasona foi amplamente difundido em pacientes com COVID-
19. Entretanto, foi também descrito que o risco relativo de complicagdes na COVID-19 foi
maior em pacientes com comorbidades como diabetes, hipertensdo, doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), asma, entre outras. Levanta-se a questdo se o uso continuo de
anti-inflamatorios para tratamento de algumas dessas comorbidades pode ser um fator no
agravamento da COVID-19. Objetivo: Avaliar a interferéncia do uso de anti-inflamatorios
esteroidais de uso continuo prévio a infeccdo por SARS-CoV-2 nos niveis de citocinas e na
mortalidade de pacientes internados com COVID-19. Metodologia: Pacientes internados
com COVID-19 moderada a grave, que aceitaram participar do estudo, foram incluidos no
periodo de marc¢o de 2020 a setembro de 2021. Dados clinicos foram obtidos dos prontuérios
dos pacientes. Amostras de sangue foram coletadas a cada 72h dos pacientes incluidos e as
citocinas foram quantificadas usando kits de ELISA disponiveis comercialmente para TNF-
a, IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-10. Resultados: Maior probabilidade de dbito foi associado a idade
>65 (4,54 [3,3 — 6,24]), hipertenséo arterial sistémica (2,65 [1,93 - 3,63]), diabetes (1,82
[1,31-2,53]), maior tempo de sintomas antes da admissao hospitalar (2,11 [1,55 - 2,87]) e
0 uso de corticoide prévio a internacédo (3,47 [1,72 — 6,98]). A prednisona de uso continuo
anterior a internacdo foi 0 medicamento mais utilizado pelos pacientes (36,4%) seguido da
beclometasona e budenosida (ambos 12,1%). Entre aqueles que faziam uso continuo de
corticoides foi observada significancia com insuficiéncia cardiaca (p<0.031) e doencas
pulmonares, como asma (p<0,001) e DPOC (p<0,004). O uso de corticoides prévio foi
significativamente associado a probabilidade de o6bito (3,47 [1,72 — 6,98)], bem como com
0 uso de droga vasoativa durante o internamento (2,11 [1,05 — 4,24]). Foi observado um
aumento significativo das citocinas IFN- y e TNF- o tanto na primeira amostra (p<0.015 e
p<0,038) coletada na admissdo do paciente como na Ultima coleta (p<0,001 e 0,004) mais
préxima do desfecho em individuos em uso continuo de corticoides em relacdo aos que nao
faziam uso de corticoides. Conclusdo: Pudemos concluir que a corticoterapia prévia
utilizada para o tratamento de doencas crénicas anteriores foi associada a mortalidade de
pacientes com COVID-109.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, tempestade de citocinas, anti-inflamatorios, corticoides,
tratamento.



ABSTRACT

Introduction: During SARS-CoV-2 infection, immune system activation was characterized
by high secretion of cytokines in response to the infection. From this observation, the use of
dexamethasone has become widespread in patients with COVID-19. However, it was also
described that the relative risk of complications in COVID-19 was higher in patients with
comorbidities such as diabetes, hypertension, chronic obstructive pulmonary disease, and
asthma, among others. The question arises whether the continued use of anti-inflammatory
drugs to treat some of these comorbidities could be a factor in the worsening of COVID-19.
Obijective: To evaluate the interference of the use of continuous steroidal anti-inflammatory
drugs prior to SARS-CoV-2 infection on cytokine levels and mortality of patients
hospitalized with COVID-19. Methodology: Patients hospitalized with moderate to severe
COVID-19, who agreed to participate in the study, were included from March 2020 to
September 2021. Clinical data were obtained from the patient's medical records. Blood
samples were collected every 72h from the included patients, and cytokines were quantified
using commercially available ELISA Kits for TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-4, and IL-10. Results:
Higher probability of death was associated with age >65 (4.54 [3.3 — 6.24]), systemic arterial
hypertension (2.65 [1.93 - 3.63]), diabetes (1.82 [1.31 — 2.53]), longer duration of symptoms
before hospital admission (2.11 [1.55 — 2.87]) and use of corticosteroids prior to
hospitalization (3.47 [1.72 — 6.98]). Prednisone for continuous use prior to hospitalization
was the drug most used by patients (36.4%), followed by beclomethasone and budesonide
(both 12.1%). Among those who made continuous use of corticosteroids, significance was
observed with heart failure (p<0.031) and lung failure, such as asthma (p<0.001) and chronic
obstructive pulmonary disease (p<0.004). Previous use of corticosteroids was significantly
associated with the probability of death (3.47 [1.72 — 6.98)], as well as with the use of
vasoactive drugs during hospitalization (2.11 [1.05 — 4.24]). A significant increase in IFN-y
and TNF-a cytokines was observed both in the first sample (p<0.015 and p<0.038) collected
at patient admission and in the last collection (p<0.001 and 0.004) closer to the outcome in
individuals using continuous use of corticosteroids compared to those who did not use
corticosteroids. Conclusion: We were able to conclude that previous corticosteroid therapy
used for treating previous chronic diseases was associated with mortality in patients with
COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2, cytokine storm, anti-inflammatories, corticosteroids, treatment.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da pandemia pela doenca COVID-19, foi possivel identificar que a mesma
n&o se tratava somente de uma doenca com dano pulmonar, e sim de uma doenca sistémica
resultante de uma resposta inflamatdria generalizada, e que afetava diversos 6érgdos (1). A
resposta imune inata e adaptativa ativada pelo SARS-CoV-2 leva a uma resposta
inflamatoria exacerbada, descrita como sindrome de tempestade de citocina (STC) (2).

A STC ¢ caracterizada pela liberacdo inadequada e exagerada de citocinas
inflamatorias especificas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 1
(IL-1), a IL-6 e o interferon gama (IFN-y). Estas citocinas inflamatdrias, quando liberadas
em grandes quantidades, criam um ciclo vicioso que desencadeia a destruicdo do tecido
pulmonar e a morte celular, causando a disfuncéo orgéanica e a sindrome respiratdria aguda
grave (SARS), que é a principal causa de morte nos pacientes gravemente acometidos pelo
SARS-CoV-2 (1).

Pacientes hospitalizados com COVID-19 grave apresentam niveis elevados de IL-2,
IL-7, IL-10, G-CSF, TNF, CXCL10, MCP1 ¢ MIP1a no soro (3). Entre os niveis elevados
de mediadores inflamatdrios em pacientes com COVID-19, os niveis sanguineos de IL-6 s&o
visivelmente maiores em ndo sobreviventes em comparagdo com sobreviventes e prediz a
necessidade de ventilagdo mecanica (4).

Doencas pré-existentes como diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica,
doencas cardiacas e pulmonares podem agravar o prognéstico de pacientes com COVID-19
(5). Adultos com idade avancada e outras comorbidades sdo particularmente mais
suscetiveis, em comparagdo com outros individuos, e tem maior mortalidade (6). O uso de
certos medicamentos de uso crénicos também foi sugerido como um fator de risco que

influencia no prognéstico COVID-19 (7).

12



O uso de corticoides (CS) foi considerado uma opc¢éo terapéutica para infeccbes por
outros coronavirus além do COVID-19 (8). A atividade imunossupressora desses
medicamentos é importante para interromper ou retardar a progressdo da pneumonia e é
eficaz no tratamento da sindrome do desconforto respiratério, além de desempenhar um
papel anti-inflamatdrio sistémico. Porém, a resisténcia aos glicocorticoides pode levar a um
estado pro inflamatdrio de baixo grau e a uma hiper-reatividade imune, além de conferir
maior suscetibilidade a infe¢Ges (9). Desta forma, o uso cronico de CS sistémicos pode piorar
0 prognostico da COVID-19 ao suprimir a resposta imune e permitir a replicagdo do virus,
enquanto o uso de corticoides na fase de hiperinflamagéo da doenca de COVID-19 pode
prevenir a faléncia de multiplos 6rgéos e a dificuldade respiratoria na sindrome aguda (7).
Estudos atuais, embora inconclusivos, sugerem aumento das taxas de mortalidade bem como

complicacdes da terapia com os CS (10,11).

2. JUSTIFICATIVA

Os medicamentos corticoides sdo essenciais para o tratamento de varias doencas
cronicas. Pacientes com comorbidades tem um pior progndstico quando comparado aqueles
sem nenhuma condicg&o crénica por apresentarem imunodeficiéncia e ou imunossupressao.

O uso de corticoides esta associado a efeitos imunomodulatérios, podendo modular
a resposta inflamatdria e reduzir a cascata de citocinas pré-inflamatorias, como a tempestade
de citocinas observada em alguns pacientes graves com COVID-19. Portanto, entender essa
relacdo fornecerd evidéncias clinicas para orientar a terapia medicamentosa e melhorar o
prognoéstico desses pacientes.

Deste modo, este trabalho se faz necessario para analisar a influéncia do uso continuo
e prévio de medicamentos esteroidais em paciente com COVID-19 nos niveis de citocinas,

avaliando essa relagdo com o desfecho clinico destes pacientes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SARS-CoV-2 e COVID-19
3.1.1 Historico

Uma doenca respiratoria grave foi relatada em 26 de dezembro de 2019 em Wuhan,
na provincia de Hubei, na China. Investigacdes epidemioldgicas do Centro de Controle e
Prevengdo de Doengas de Wuhan revelaram que o paciente trabalhava em um mercado local
de frutos do mar (12). O patdégeno SARS-CoV-2 foi identificado por hospitais locais usando
um mecanismo de vigilancia para "pneumonia de etiologia desconhecida”, que foi
estabelecido na sequéncia do surto de SARS, com o objetivo de permitir a identificagéo
oportuna de novos patdgenos (13). Os dois primeiros, Sindrome Respiratéria Aguda Grave
Coronavirus 1 (SARS-CoV-1) e Coronavirus Relacionado & Sindrome Respiratoria do
Oriente Médio (MERS-CoV), causaram surtos em 2002 e 2012, respectivamente, com altas
taxas de letalidade (14). Em 25 de janeiro de 2020, pelo menos 1.975 casos foram notificados
desde que o primeiro paciente foi hospitalizado. Dados publicados de sequenciamento de
RNA metagendmico de uma amostra de fluido de lavagem broncoalveolar do paciente,
identificou uma nova cepa de virus de RNA da familia Coronaviridae, que foi designada
coronavirus ‘WH-Human 1’ (WHCV), e foi referida como ‘2019-nCoV’. Neste mesmo
estudo foi apontado que 0s morcegos sdo um possivel hospedeiro para o reservatorio viral
do WHCV. No entanto, como uma variedade de espécies animais estavam a venda no
mercado quando a doenca foi relatada pela primeira vez, o autor aponta que mais estudos
seriam necessarios para determinar o reservatério e quaisquer hospedeiros intermediarios de
WHCV (12).

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) declarou Emergéncia de Saude Publica de
Preocupacdo Internacional em relagdo ao COVID-19 em 30 de janeiro de 2020 e

posteriormente, declarou uma pandemia em 11 de marco de 2020. Em 29 de maio de 2021,
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mais de 169 milhdes de casos foram confirmados, com mais de 3,52 milhGes de mortes
confirmadas atribuidas ao COVID-19, tornando-se uma das pandemias mais mortais da
histdria (15).

O genoma do coronavirus é composto por aproximadamente 30.000 nucleotideos.
Codifica quatro proteinas estruturais, proteina Nucleocapsideo (N), proteina de membrana
(M), proteina Spike (S) e proteina Envelope (E) e vérias proteinas ndo estruturais (nsp)
(Figura 1).

Espicula (S)
Membrana (M)

Nucleocapsideo (N)

/% Envelope (E)

Figura 1. Particula de coronavirus. O virion tem um nucleocapsideo composto de RNA gendmico e proteina
do nucleocapsideo fosforilado (N), que esté inserido dentro de bicamadas de fosfolipidios e coberto pela
glicoproteina espicula (S). A proteina da membrana (M) (uma glicoproteina transmembrana do tipo 1l1) e a
proteina do envelope (E) estdo localizadas entre as proteinas S no envelope do virus (12). Fonte: Adaptado de
Li et al., 2020.

O capsideo é o involucro da proteina, contendo internamente o capsideo nuclear ou
proteina N que esta ligada ao RNA viral de fita Gnica positiva, que permite ao virus infectar
células humanas e utilizar a maquinaria de sintese proteica como uma fabrica de novos virus.
A proteina N reveste o genoma do RNA viral, que desempenha um papel vital em sua

replicacgéo e transcrigéo.
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3.1.2 Fisiopatologia

A primeira etapa da infeccdo é a ligacdo do virus a uma célula hospedeira por meio
de seu receptor-alvo. Trabalhos anteriores sobre SARS-CoV demonstraram que este virus
tem como alvo principal as células epiteliais das vias aéreas, celulas epiteliais alveolares,
celulas endoteliais vasculares e macrofagos no pulméo, todos 0s quais expressam o receptor
alvo da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) usado pelo SARS-CoV (16). A
proteina S tem dois dominios de liga¢do ao receptor (RBD), chamados de S1 e S2. Esses
dominios sdo usados para se ligar aos receptores ACE2, permitindo que o virion penetre
eventualmente nas células humanas por um processo conhecido como endocitose (17,18). A
protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) efetiva a invaséo viral por meio da clivagem
do envelope e do nucleocapsideo. Uma vez no interior das células humanas, a replicacdo
viral gera proteinas derivadas do codigo genético do SARS-CoV-2, nas quais, em sua grande
maioria, causam reag0es imunomediadas, de grande intensidade ao hospedeiro (19).

Os coronavirus séo virus de RNA de sentido positivo, ndo segmentados, que pertence
a familia Coronaviridae e ordem Nidovirales e sdo amplamente distribuidos entre humanos
e mamiferos (20). Durante as infecgdes virais, apds os virus entrarem nas celulas
hospedeiras, eles séo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRR),
como receptores Toll-like (TLR), receptores RIG-I-like (RLR), NOD-like (NLR), entre
outros (21). Ap6s a ligacdo, os PRR recrutam proteinas adaptadoras que ativam fatores de
transcrigdo a jusante cruciais, incluindo fator regulador de interferon (IRF), NF-xB ¢ AP-1,
resultando na producdo dos Interferons antivirais Tipo | e Ill e diferentes citocinas (22)
(Figura 2).

Essa condicdo aumenta a capacidade do virus de se multiplicar que, por sua vez,

como consequéncia, aumenta os efeitos colaterais associados.
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Figura 2. Varios mecanismos contribuem para a hiperativacdo de macrofagos derivados de mondcitos que é
observada em pacientes com COVID-19 causando a tempestade de citocinas (23). Fonte: Adaptado de Merad
M & Martin JC, 2020.

3.1.3 Imunologia

Uma onda de inflamacdo local se segue, denominada tempestade de citocinas,
envolve o0 aumento de uma série de citocinas incluindo interleucina-1 (IL-1), IL-4, IL-6, IL-
8, IL-12 e outras quimiocinas (1). Essas citocinas e quimiocinas inflamatdrias entdo recrutam
mais células imunes inatas (mondcitos, macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e células
NK) e ativam células imunes adaptativas (células T CD4+ e CD8+) dos tecidos periféricos
para produzir citocinas inflamatorias sustentadas como IL-15, IFN-y e TNF-a, que induzem
mielopoiese e granulopoiese de emergéncia que agravam ainda mais o dano pulmonar e
epitelial (24). O sistema imunorregulador do hospedeiro geralmente € capaz de reter e ajustar
a inflamagé@o protetora a um nivel apropriado. Ceélulas reguladoras como Linfdcitos T

reguladores (Treg), podem produzir citocinas reguladoras como IL-10 e fator de crescimento
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tumoral-p para antagonizar respostas imunes superativadas (1). No entanto, condigdes
inflamatorias agressivas ndo podem ser acalmadas pela capacidade natural do sistema
regulador. Além disso, pesquisas mostraram que uma resposta imune inadequada ocorre com
mais frequéncia em pacientes com certas doencas ou outras doencgas, como diabetes, doencas
cardiacas e renais (25).

A anélise post mortem de pacientes com COVID-19 mostra infiltrados inflamatorios
mononucleares intersticiais dominados por linfocitos no pulméo e linfopenia grave com
células T hiperativadas no sangue periférico. Além disso, os pacientes com COVID-19 tém
niveis mais baixos de células T reguladoras, que sdo mais diminuidos em casos graves (22).
Pacientes hospitalizados com COVID-19 grave apresentam niveis elevados de IL-2, IL-7,
IL-10, G-CSF, TNF, CXCL10, MCP1 e MIP1a no soro, sugerindo que COVID-19 grave €
uma doenca induzida por uma tempestade de liberagdo de citocinas (23). Entre os niveis
elevados de mediadores inflamatdrios em pacientes com COVID-19, os niveis sanguineos
de IL-6 séo visivelmente maiores em n&o sobreviventes em compara¢do com sobreviventes

e predizem a necessidade de ventilagdo mecanica (1).

3.1.4 Transmissdo e prevengao

Como o0s outros coronavirus respiratérios, SARS-CoV-2 é transmitido
principalmente por aspiracdo de goticulas exaladas de pacientes contaminados, com uma
possivel, mas ndo comprovada, rota de transmissao fecal-oral (24). Na infeccdo, o periodo
médio de incubacéo é de aproximadamente 4-5 dias antes do inicio dos sintomas, com 97,5%
dos pacientes sintomaticos desenvolvendo sintomas em 11,5 dias (25).

A Unica forma de prevencdo ao COVID-19 é estar bem-informado sobre o virus
COVID-19 e evitar a exposicéo ao virus. Desta forma, as pessoas sdo aconselhadas a lavar

bem as méaos, utilizar alcool em gel e manter o distanciamento social. O beneficio do uso de
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mascaras para a populacdo geral reduz, substancialmente, a transmisséo viral. As méscaras
evitam que pessoas infectadas exponham outras ao SARS-CoV-2, bloqueando a exalacéo de

goticulas contendo virus no ar (26).

3.1.5 Tratamento

Muitas especulagdes sobre tratamentos medicamentosos surgiram ao longo da
pandemia sem a comprovacdo de eficdcia apoiadas em estudos adequados. Algumas
estratégias foram baseadas na estratificacdo de risco que norteavam a conduta clinica,
direcionando os pacientes conforme sua condicéo clinica no momento da internagéo, com o
intuito de otimizar a logistica hospitalar. As intervencdes farmacoldgicas tendem a
minimizar as complicac@es ja conhecidas da COVID-19, como o uso de anticoagulantes para
evitar tromboembolismo venoso (26) e o uso de CS como a dexametasona para minimizar o
processo inflamatorio (4).

Estudos recentes sobre a patogénese do SARS-CoV-2 impactaram grandemente no
desenvolvimento de vacinas e nas estratégias terapéuticas contra 0 COVID-19. Diferentes
estratégias de terapia com agentes antivirais, terapias de anticorpos neutralizantes, inibidores
de Janus quinase (JAK) tém sido utilizadas e, em muitos casos, a terapia combinada mostrou-
se mais vantajosa comparada ao tratamento U(nico. Apds varios ensaios clinicos
randomizados, os CS demonstraram ser capazes de melhorar a sobrevida em casos graves
de COVID-19 (27). No entanto, o tamanho do efeito, o regime terapéutico ideal e a selecédo
dos pacientes com maior probabilidade de se beneficiar sdo fatores que ainda precisam ser

avaliados (28).
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3.1.6 Mortalidade

Os estudos atuais, embora inconclusivos, sugerem aumento das taxas de mortalidade
e infec¢do secundaria em influenza, diminuicao da depuracéo de SARS-CoV e MERS-COV
e complicacbes da terapia com CS (10,11). O uso de CS foi considerado uma opgéo
terapéutica para outros coronavirus além do COVID-19. Na SARS, a hidrocortisona foi
usada em um grupo de pacientes sem comorbidades ou evidéncia de insuficiéncia
respiratdria e inicio recente dos sintomas pelo SARS-CoV. Houve evidéncia de alargamento
da fase de replicacdo viral, com RNA detectavel no plasma em 12 dias para aqueles que
usaram hidrocortisona versus 8 dias para o placebo (29). No MERS-CoV, a hidrocortisona
foi usada em pacientes considerados criticos e, a persisténcia de RNA viral detectavel no
plasma tambem foi observada. A corticoterapia ndo foi associada & mortalidade mais alta,
mas a maioria dos estudos obtiveram resultados inconclusivos quanto ao grau de
recomendacdo para seu uso, com uma pequena porcentagem de estudos com resultados
insatisfatorios (30).

Pacientes com doencas autoimunes apresentam uma maior suscetibilidade a infecdes,
porém a imunossupressao, por si s, ndo é um fator de risco significativo de hospitalizacéo
e mortalidade por COVID-19 (5,6). A interrup¢do da imunossupressdo e a consequente
agudizacdo da doenca autoimune acarretam uma disfungdo imune que compromete 0s
mecanismos de controle viral, com consequente facilitacdo da “tempestade de citocinas”
causada pelo SARS-CoV-2 (31). O potente efeito imunossupressor da corticoterapia € a
linfopenia resultante aumentam a suscetibilidade a infe¢bes secundarias, consideradas
oportunistas. Este risco parece ser determinado, ndo so pela dose, mas também pela duragédo
do tratamento e pela doenca de base (9).

Outras pesquisas também sugerem que a obesidade pode estar associada a um maior

risco de complicacBes graves da COVID-19. Estudos tém mostrado que pacientes obesos
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tém maior probabilidade de desenvolver Sindrome de Dificuldade Respiratoria Aguda
(SDRA), que esta associada a taxas de mortalidade mais altas. Além disso, a obesidade foi
associada a maior probabilidade de necessidade de ventilagdo mecénica, que também estd
associada a taxas de mortalidade mais altas. Ainda ndo esté claro se a obesidade aumenta o
risco de infeccdo ou se a obesidade em si € um fator independente de risco para a mortalidade

na COVID-19 (32).

3.2 Anti-inflamatdrios esteroidais
3.2.1 Mecanismo de acéo

Os CS sdo produzidos a partir do cortex da adrenal e sdo classificados em
mineralocorticoides e glicocorticoides, que estdo envolvidos em vérias atividades
fisiologicas, dentre elas, a regulacdo da inflamacdo e a resposta imune (33). Os
glicocorticoides sdo substancias sintéticas que simulam o efeito do horménio cortisol. O
farmaco, livre no plasma ou fluido intersticial, penetra na célula e se liga ao receptor
citoplasmatico, onde interage com o complexo receptor + HSP 90 para ser transportado ao
nacleo. Apo6s a ligacdo, ele se dissocia da HSP 90 e o complexo receptor-ligante é
transportado ativamente para o ndcleo, onde interage com o DNA, como a maioria dos
horménios (34). Desta forma, ocorrem mudancgas na transcricdo de certos genes, inibindo
alguns e estimulando outros, induzindo a sintese de proteinas anti-inflamatérias e outras
proteinas que atuam no metabolismo sistémico (34). Um dos efeitos importantes dessa classe
de drogas é sua capacidade anti-inflamatdria e imunossupressora, reduzindo radicalmente as
manifestacoes da inflamagdo por meio de efeitos de inibicdo da COX e na concentracao,
distribuicéo, funcéo e quimiotaxia de leucocitos periféricos, além dos efeitos supressores nas

quimiocinas inflamatdrias e outros mediadores lipidicos e glicolipidicos da inflamag&o (35).
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Doencas pré-existentes como diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica,
doencas cardiacas e pulmonares podem agravar o prognostico de pacientes com COVID-19
(35). Adultos com idade avancada e outras comorbidades sdo particularmente mais
suscetiveis, em comparacdo com as populagdes em geral, e tem maior mortalidade (36).
Estudos revelaram que doencas cronicas foram muito mais frequentes entre pacientes
falecidos do que entre pacientes recuperados e que, pacientes com idade avancgada e
hipertensdo, estavam em uma condicdo critica na admisséo e progrediram rapidamente até a

morte dentro de duas a trés semanas ap6s o inicio da doenca (37).

3.2.2 Uso continuo de CS e Imunossupressao

Os CS sdo os principais farmacos imunossupressores utilizados nas formas agudas
de vérias doengas como as autoimunes. Além do seu efeito anti-inflamatério, tem papel
importante na reversdo da insuficiéncia suprarrenal relativa e resisténcia aos glicocorticoides
que se verifica nas doencas inflamatdrias cronicas. A resisténcia aos glicocorticoides pode
levar a um estado pr6 inflamatério de baixo grau e a uma hiper-reatividade imune, além de
conferir alguma suscetibilidade acrescida a infegdes (29).

A atividade imunossupressora desses medicamentos € importante para interromper
ou retardar a progressao da pneumonia e é eficaz no tratamento da sindrome do desconforto
respiratorio, além de desempenhar um papel anti-inflamatorio para reduzir a inflamacao
sistémica, diminuir o fluido exsudativo no tecido pulmonar, promover a absorcao e prevenir
danos alveolares difusos adicionais, o que pode aliviar a hipoxemia e proteger efetivamente
o0 pulméo para prevenir a progressao da insuficiéncia respiratoria. Também pode induzir uma
diminuicdo da temperatura corporal e ajudar a aliviar os sintomas de hipertermia (37).

Independentemente dos beneficios associados ao uso de CS, as complica¢des induzidas pelo
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tratamento, como hiperglicemia e infec¢do secundaria por fungos e bactérias, devem ser
consideradas.

Diversos estudos apontam a prednisona como tratamento para vérias doengas
cronicas tendo sido demonstrado o beneficio no tratamento de pacientes com doencas
inflamatorias (38) bem como a eficacia clinica em doengas autoimunes (31). Tanto a
prednisona quanto o deflazacorte em doses moderadas séo rapidamente eficazes na reducéo
dos sintomas e na atividade da artrite reumatoide (AR) e outras condi¢6es inflamatdrias (39).
Em contraponto, baixas doses de prednisona desempenham o mesmo papel que os anti-
inflamat6rios ndo esteroidais ou inibidores da COX-2 com melhores efeitos anti-
inflamatorios e com menos efeitos colaterais e gastos. Ainda, é possivel que, com baixas
doses de prednisona tem se o aumento de efeitos de outros DMARDs (medicamentos
antirreumaticos modificadores da doenca), incluindo agentes anti-TNF (40).

Os corticoides, incluindo a prednisona, sao amplamente utilizados como adjuvante
para o tratamento da dor em pacientes com cancer e podem ser eficazes no tratamento da dor
Ossea e neuropatica, quando administrado concomitante com outros analgésicos e opioides
(41). Corroborando com o embasamento da utilizacdo de corticoides na pratica clinica foi
publicada uma revisdao sobre a biodisponibilidade e a farmacocinética da prednisona em
voluntarios saudaveis e em pacientes com diferentes estados das doengas respiratérias,
doencas hepaticas e doenca renal (42). Em uma analise retrospectiva com 1.548.945
pacientes com idade entre 18 e 64 anos foram avaliados os resultados adversos do uso de CS
a curto prazo em 327.452 pacientes que receberam pelo menos uma prescri¢do ambulatorial
de CS orais com menos de 30 dias de duragdo entre 2011 e 2014. O CS oral comumente
prescrito era uma a metilprednisolona durante seis dias. Os eventos adversos foram definidos

como ocorrendo dentro de 31 a 90 dias a partir do inicio da droga. Os resultados adversos
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associados com a corticoterapia de curto prazo foram sepse, tromboembolismo venoso
(TEV) e fratura (43).

Em um estudo longitudinal com 87.794 adultos diagnosticados com pelo menos 1 de
6 doencas inflamatorias imunomediadas comuns, foi quantificado os riscos dependentes da
dose de glicocorticdides orais de todas as causas e tipos especificos de doengas
cardiovasculares (DCV), levando em considera¢do as mudancas na medicacgao prescrita ao
longo do tempo. Em 1 ano, o risco cumulativo de DCV por todas as causas aumentou de
1,5% durante os periodos sem medicagdo, passando por 3,8% para uma dose diaria
equivalente a prednisolona < 5 mg, para 9,1% para periodos com uma dose diaria de 25,0
mg. Foi encontrado fortes aumentos dependentes da dose nos perigos de todas as causas de
DCV, doengas ateroscleroticas, insuficiéncia cardiaca, fibrilagdo atrial e aneurisma da aorta
abdominal, independentemente da doenga imunomediada subjacente, sua atividade e
duracédo. O perfil de risco cardiovascular dos pacientes mostrou alta prevaléncia de fatores
de risco modificaveis, incluindo tabagismo (24,2% dos pacientes), IMC =30 kg/m2 (24,5%)
e hipertenséao (25,1%).

No entanto, os dados também mostraram que, embora o uso de glicocorticoides a
longo prazo seja associado ao aumento do risco de DCV, o risco é menor em usuérios que
usam baixas doses a longo prazo e que ndo houve aumento significativo do risco para
usuarios que usaram baixas doses (inferiores a 5 mg/dia) por menos de 6 meses. Estes
resultados sugerem que, embora o uso de glicocorticoides a longo prazo seja associado ao
aumento do risco de DCV, o risco pode ser reduzido com o uso apropriado de baixas doses
de glicocorticoides. Além disso, os usuarios que usavam glicocorticéides por menos de 6
meses ndo apresentam aumento significativo do risco de DCV (44).

Em um caso-controle foi abordado especificamente o risco de DCV e eventos

cerebrovasculares associados ao tratamento com glicocorticéides orais. Em uma coorte de
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pacientes recebendo glicocorticoides por via oral tiveram um risco 25% maior de doenca
cardiovascular do que pacientes com glicocorticoides ndo orais e néo sistémicos. O uso de
CS orais foi maior para pacientes com insuficiéncia cardiaca, foi menos evidente para
pacientes com cardiopatia isquémica, e ndo foi aparente para pacientes com doenca
cerebrovascular. Além disso, 0 aumento da proporcao de uso atual de glicocorticoides orais
entre pacientes com doenca cardiovascular foi observada em pacientes com diferentes
indicacBes de doenga de base para o tratamento com glicocorticdides, embora tenha sido
maior entre os pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) do que entre
pacientes com AR ou outras doencas (45).

Em um grande estudo populacional de idosos com DPOC e diabetes, uma dose de
CS de >0,83 DDD/dia nos 12 meses ap0s o inicio da medicagdo para diabetes foi associada
a um aumento de 94% no risco de hospitalizacdo devido a uma complicac¢do do diabetes. Os
resultados deste estudo s&o importantes para compreender os efeitos dos CS em pacientes
idosos com DPOC e diabetes. Os resultados mostram que os CS séo eficazes no tratamento
da DPOC, mas o uso de doses superiores a 0,83 DDD/dia esta associado a um aumento do
risco de hospitalizacdo devido a complicacdes da diabetes. Por essa razéo, é importante que
0s médicos monitorizem cuidadosamente 0s seus pacientes com DPOC e diabetes e usem 0s
CS com cautela. Além disso, é necessario que 0s pacientes sejam monitorizados para garantir
o controle adequado da glicose e que siga as diretrizes de tratamento para controlar a diabetes
e minimizar o risco de complicacdes (46).

Pacientes em uso de metformina, agonistas do receptor peptideo-1 do tipo glucagon
(GLP-1RA) e inibidores do cotransporter-2 de glicose sodica (SGLT-2i) foram associados a
menores taxas de internagdo em unidades de tratamento intensivo (UTI). Por outro lado,
aqueles em uso de insulina e inibidores da dipeptidil peptidase 4 (DPP-4i), foram associados

a um maior risco de internagdo em UT]I e consequente mortalidade. Os outros medicamentos
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hipoglicemiantes sulfonilureias (SU), tiazolidinedionas (TZD) e inibidores das enzimas alfa
glicosidases (AGI) ndo apresentaram efeitos significativos na taxa de internacdo em UTI.
Nos estudos clinicos, os DMARDs foram geralmente associados a melhorias clinicas
globais, diminuicéo na progresséo da doenga, melhorias no controle da resposta inflamatoria
e reducdo da necessidade de tratamento com CS em pacientes com doengas autoimunes
(AD). Uma série de estudos tem demonstrado que o uso de DMARDs em pacientes AD esté
associado a menor taxa de mortalidade e morbidade, menor tempo de internagéo e taxas mais
altas de remissdo. Além disso, alguns estudos também mostraram que 0 uso precoce de
DMARDs pode prevenir o agravamento da doenca e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. No entanto, € importante destacar que o uso de bDMARDSs em pacientes com AD
também esta associado a certos riscos, incluindo infeccGes, efeitos colaterais graves e até

mesmo aumento do risco de desenvolvimento de neoplasias malignas (47).

3.3 Corticoterapia e COVID-19

Estudos recentes indicam a corticoterapia como uma forma eficaz no manejo da
COVID-19; reduzindo o risco de complicagdes principalmente lesdo pulmonar aguda e o
desenvolvimento de SDRA (48). Dexametasona e metilprednisolona mostraram-se eficazes
na reducdo da gravidade de COVID-19 e comorbidades associadas, como DPOC, AR e
doencas inflamatdrias intestinais (49). Em um estudo com pacientes internados com
hipoxemia, a metilprednisolona produziu melhores resultados, comparado a dexametasona,
em condicdes clinicas e tempo de internacdo hospitalar (50). Em pacientes com COVID-19
grave que precisavam de oxigénio ou ventilagdo mecénica, os resultados do tratamento
foram significativamente melhores quando tratados com dexametasona (51). Foi relatado
gue a dexametasona ndo tem efeito mineralocorticoide e que produz, dentre os corticoides,

uma maior meia-vida e efeito anti-inflamatorio (52).
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Um efeito adverso especifico da corticoterapia prolongada, é a supressdo do eixo
HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal) pelo mecanismo de feedback negativo, resultante das
doses supra fisioldgicas a que muitos pacientes tratados sdo submetidos e ainda, a resisténcia
aos glicocorticoides gerada por estas doses (53). A corticoterapia prolongada na doenca
inflamatoria intestinal parece estar associada a um aumento significativo de infegdes
respiratdrias, incluindo pelos virus MERS-CoV, SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2,
apresentando um pior desfecho (54,55).

Em um estudo multicéntrico de coorte combinada de pacientes geriatricos
hospitalizados por COVID-19, o uso de CS foi significativamente associado & mortalidade
intra-hospitalar. Os resultados sugerem que o uso de CS aumenta o risco de mortalidade
intra-hospitalar em pacientes geriatricos hospitalizados por COVID-19, embora haja um alto
risco de efeitos colaterais. Por essas razdes, o uso de CS em pacientes geriatricos
hospitalizados por COVID-19 deve ser realizado com cautela e avaliagdo criteriosa dos
beneficios e riscos. Os resultados do estudo também sugerem que outros fatores devem ser
considerados para prever a mortalidade intra-hospitalar, incluindo ictericia, atividades da
vida diaria, saturacdo de oxigénio, nivel de proteina C reativa e contagem de linfocitos (56).

O uso de terapias imunossupressoras em pacientes com COVID-19 é controverso.
As evidéncias disponiveis sugerem que os CS, tanto sistémicos quanto inalatérios, podem
ser benéficos na reducdo da inflamacgdo e dos sintomas associados ao virus. No entanto,
existem preocupacdes de que o uso desses medicamentos possa aumentar o risco de COVID-
19 grave e morte. O uso cronico de terapia com glicocorticdides no momento da internacao
pode aumentar o risco de COVID-19 grave e morte, enquanto o tratamento cronico com
inibidores de calcineurina (CNIs) pode ndo ter nenhum efeito sobre a mortalidade. Em um
estudo com 16.647 pacientes, 868 (5,2%) estavam em terapia imunossupressiva crénica

antes da admissao e foram considerados ISPs (pacientes imunossuprimidos). No modelo de
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PSM (pontuacdo de propensdo combinada) envolvendo pacientes em tratamento crénico
com IS antes da admissdo, os corticoides foram associados a um risco aumentado de
mortalidade (OR 2,34, 95% CI 1.43-3.82) (57).

Um aumento de risco de morte em pacientes com COVID 19 que usam corticoides
inalatorios (ICS) em comparagdo com pacientes que ndao usam foi reportado e os resultados
sugerem que, embora o uso de ICS possa ser associado a um maior risco de mortalidade em
pacientes com DPOC, o risco é provavelmente devido a fatores de sele¢do, como a gravidade
da doenca. Em pacientes com asma, ainda ha muita incerteza sobre os efeitos do ICS na
COVID-19, sendo necessario mais estudos para determinar se os ICS aumentam ou
diminuem o risco de morte por COVID-19, e se as doses mais altas de ICS sdo mais
prejudiciais do que as doses mais baixas. No entanto, é importante ressaltar que os beneficios
potenciais desses medicamentos superam claramente os riscos, pois eles foram associados a
melhorias clinicas significativas na gravidade dos sintomas da doenca (58). Em um estudo
observacional retrospectivo realizado por Souverein e colaboradores (59), foi realizada uma
andlise cuidadosa e necessaria da relacdo entre tratamento oral com glicocorticéides e
resultados cardiovasculares. Sua principal descoberta de que o tratamento com
glicocorticoides pode ser um fator de risco para insuficiéncia cardiaca é instigante, mas ndo
deve mudar a prética clinica imediatamente. Estudos adicionais sdo necessarios para
esclarecer a relacdo entre glicocorticdide uso e risco cardiaco, particularmente em pacientes
idosos e agueles com doencas subjacentes (59).

A corticoterapia inalatoria é utilizada no tratamento de manutencéo, para prevencao
do agravamento, das doencas pulmonares inflamatorias cronicas, como a DPOC e a asma
(60). Para determinar se a doencga crénica ou o tratamento com CS alteram a suscetibilidade
a infeccdo pelo virus e, desta forma, influenciar na gravidade da doenca no paciente com

asma, devemos compreender a expressdo de enzimas nas vias aéreas que facilitam a
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infectividade pelo SARS-CoV-2, como a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), a
serina protease transmembrana humana 2 (TMPRSS2) e a protease furina (61). Em um
estudo in vitro, o pré-tratamento de células infectadas com SARS-CoV-2 com budesonida
reduziu a secre¢do de citocinas inflamatorias I1L-6, IL-8, IFN-B, IFN-Al, e IFN-y. As
concentragfes de IL-6 e IL-8 se apresentaram mais baixas nas células tratadas com
glicopirrénio com formoterol e budesonida do que aquelas tratadas apenas com budesonida
(62).

Nos Ultimos anos, a pesquisa no campo da fisiopatologia dos processos inflamatérios
tem revelado avangos notaveis, resultando na descoberta de novos farmacos que
transformaram significativamente o curso das doencas inflamatorias. O denominador
comum entre essas inovacBes farmacéuticas é a sua crescente complexidade e
especificidade. Enquanto os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) e os corticoides
atuam de maneira mais ampla e genérica contra a inflamacéo, esses novos medicamentos se
destacam por sua abordagem altamente direcionada na cascata inflamatdria. Um exemplo
notavel é o tocilizumab, um inibidor da interleucina-6 (IL-6), que tem sido associado a
reducdo da mortalidade e do tempo de internagdo em unidades de terapia intensiva (63). O
uso desses farmacos em casos de COVID-19 tem despertado interesse devido a sua
capacidade de modular eficazmente a cascata inflamatoria.

O uso de agonistas do GLP-1R antes da hospitalizacéo e inibidores de DPP-4 antes
e/ou durante a hospitalizacdo pode ser uma intervencdo conveniente para reduzir a
mortalidade em pacientes com COVID-19 e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Porém, a
hipbtese deve ser avaliada em estudos mais aprofundados e ensaios clinicos para determinar
se 0 uso prolongado é necessario ou se o beneficio pode ser derivado da administracdo aguda.
Além disso, deve-se avaliar se esses agentes possuem propriedades protetoras intrinsecas

contra a infecgdo por SARS-CoV-2 em pacientes sem DM2 (64). Além da corticoterapia
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padrdo e da utilizagdo de altas doses de corticoides, estudos atuais com baricitinibe
(imunomodulador utilizado no tratamento da AR), fumarato de dimetila (imunomodulador
utilizado no tratamento da psoriase e esclerose maltipla) e empagliflozina (medicamento
para diabetes, doencas cardiacas e renais) estdo sendo realizados para o tratamento de
pacientes internados com COVID-19 (65).

A partir do exposto aqui, a hipétese do presente trabalho foi que o uso continuo de
anti-inflamatorios esteroidais estava relacionado a variagdes na mortalidade entre pacientes
diagnosticados como positivos para 0 SARS-CoV-2. Acreditamos que a presenca desses
medicamentos possa influenciar a resposta imunolégica do organismo frente a infeccao pelo

virus, potencialmente afetando as taxas de sobrevivéncia desses pacientes.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto do uso de anti-inflamatérios esteroidais de uso continuo na

mortalidade de pacientes SARS-CoV-2 positivos.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar as citocinas inflamatérias na evolucéo da doenca.
b) Awvaliar o perfil de citocinas em individuos com uso continuo de corticoides.
c) Correlacionar o uso de anti-inflamatdrios esteroidais com o0s niveis de citocinas

durante o tratamento da COVID-19.
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5 METODOS
5.1 Planejamento de estudo

Este estudo foi conduzido em pacientes que foram internados apresentando infec¢éo
confirmada por SARS-CoV-2 no Hospital Marcelino Champagnat, Curitiba, Paran4, Brasil,
entre mar¢o de 2020 a setembro de 2021. O comité de ética institucional aprovou o presente
estudo, sob nimero de registro 3.944.734, no qual 0s pacientes que cumpriram 0s critérios
de incluséo, receberam e voluntariamente assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), que explicava as caracteristicas e objetivos do projeto, rotina de coletas,

procedimentos, e possiveis riscos e beneficios da participacdo no estudo.

5.2 Pacientes

Foram incluidos na amostragem pacientes internados no Hospital Marcelino
Champagnat com mais de 18 anos apresentando diagndstico positivo para SARS-CoV-2,
determinado por teste PCR real time. Pacientes transferidos, com diagnostico de outras
infeccbes virais, imunodeprimidos, pacientes com transplante de Orgdos sélidos ou
transplante hematol6gico ou ainda, pacientes que usaram tocilizumabe foram excluidos.
Amostras de sangue foram coletadas a cada 72h e as informag6es do paciente, incluindo
dados demograficos, caracteristicas clinicas, parametros laboratoriais e desfechos, foram

coletadas prospectivamente.

5.3 Avaliacao das citocinas nas amostras de sangue dos pacientes

Amostras de sangue foram coletadas a cada 72h dos pacientes incluidos neste estudo.
A amostragem seguiu neste intervalo de tempo até que houvesse um desfecho: a
transferéncia para outro hospital, a alta hospitalar, ou o ébito. No caso de transferéncia, as

amostras do paciente ndo foram utilizadas no estudo visto que ndo seria possivel acompanhar
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o paciente até algum desfecho. No caso dos desfechos, “alta” ou “6bito”, os dados dos
pacientes foram disponibilizados para que a dosagem das citocinas fosse realizada. O sangue
do paciente foi coletado com um tubo de coagulacdo padrdo (SST Il Advance, BD
Biosciences) para a obtencdo do soro, que foi aliquotado e armazenado a -80 ° C até a anélise.

As citocinas foram quantificadas usando kits de ELISA disponiveis comercialmente
para IL-13, IL-4, IL-6, IL-10, IL-15, TNF-a e IF N-y (ImmunoTools, Friesoythe, Alemanha)
em placa ndo sensibilizada de 96 pocos. As placas foram lidas no leitor de microplaca a 450
nm (Microplate Reader Versamax). Todos os testes foram realizados de acordo com as

instrucdes do fabricante.

5.4 Dados clinicos

Dentre as variaveis utilizadas neste estudo, os dados obtidos referentes ao uso prévio
e continuo de corticoides, independentemente do tempo de utilizacdo, foi colhido no
momento da admissao hospitalar. Os dados clinicos e laboratoriais, bem como a variavel de
desfecho (6bito hospitalar ou alta hospitalar) foram obtidos através do banco de dados do

Hospital Marcelino Champagnat.

5.5 Analise estatistica

Os resultados de variaveis quantitativas foram descritos por médias, medianas,
valores minimos e valores maximos. Variaveis categoricas foram descritas por frequéncias
e percentuais. Para a comparacao dos grupos definidos pelo uso continuo de corticoides (sim
ou nédo), em relacdo a variaveis quantitativas, foi usado o teste t de Student para amostras
independentes ou o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, dependendo da condicéo de
normalidade avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em relagdo a variaveis

dicotdmicas, os grupos foram comparados usando-se o teste exato de Fisher. Para a analise
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univariada e multivariada da associacdo do uso continuo de corticoides com o desfecho de
Obito intra-hospitalar (sim ou ndo) foram ajustados modelos de Regressdo Logistica. A
significancia de cada varidvel foi analisada usando-se o teste de Wald e a medida de
associacdo estimada foi a odds ratio (OR) com intervalos de confianca de 95% (1C95%).
Para o0 ajuste do modelo multivariado a selecdo de varidveis explicativas foi feita
considerando-se a abordagem stepwise backward (probabilidade igual a 0,05 para entrada e
0,10 para remogdo de variaveis). No modelo inicial foram incluidas todas as variaveis que
apresentaram significancia na andlise univariada, avaliando-se a condicdo de
multicolinearidade. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram

analisados com o programa computacional IBM SPSS Statistics v.28.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo de fatores associados a probabilidade de ébito

Na primeira parte da analise, foram identificados os fatores de risco associados a

probabilidade de 6bito na populacdo estudada. Em uma analise univariada das variaveis

clinicas associadas ao 6bito, maior risco foi associado a maior idade (OR 4,54), hipertensédo

arterial sistémica (OR 2,65), diabetes (OR 1,82), maior tempo de sintomas antes da admisséo

hospitalar (OR 2,11), bem como o uso de corticoides prévio (OR 3,47) (Tabela 1).

TABELA 1 — Fatores associados a probabilidade de ¢bito na populagdo estudada

Variavel Clas Total % Obito p* OR (1C95%)
VARIAVEIS DE PERFIL DO PACIENTE
Idade {anos) <65 615 76 {12.4%)
265 364 142 (39%) <0001 454(330-6.24)
Sexo Fem 346 75(21,7%)
Masc 633 143 (22,6%) 0,742 1,05 (0,77 - 1.45)
IMC <30 498 122 (24,5%)
=30 341 61 (17.9%) 0.023 0.67(048-0.95)
Hipertensao arterial sistémica (HAS) Nao 514 74 (14 4%)
Sim 464 143 (30,8%) <0,001 265(1,93-363)
Diabetes mellitus (DM) Néao 732 142 (19,4%)
Sim 246 75 (30,5%) <0,001 1,82 (1,31 -2,53)
Asma Nao 942 208 (22,1%)
Sim 36 9 (25%) 0679 1,18 (0,54 -2 54)
Doenga pulmonar obstrutiva cronica Néo 944 201 (21.3%)
{DPOC) Sim 34 16 (47.1%) 0,001 3,29 (1,65 - 6.56)
Doenca renal cronica/ Nao 935 193 (20.6%)
transplante renalinefrectomia Sim 43 24 (55.8%) _<0,001 486(261-9.05)
Doenca autoimune Nao 939 205 (21,8%)
Sim 39 12 (30,8%) 0,192 1,59 (0,79 - 3,20)
Neoplasia Nao 934 202 {21,6%)
Sim 43 15 (34 8%) 0,044 154 (102-3.70)
Obesidade/Bariatrica Nao 682 157 (23%)
e Sim 290 56 (19.3%) 0,201 0.80 (0,57 - 1,13)
Doenca cardio-metabdlica™ Nao 398 42 (10,5%)
Sim 580 176 (30,3%) <0001 370(2,57-534)
Automedicou-se para Covid Sim 404 69 (17,1%)
== __ Nao 573 148 (25,8%) 0,001 168(1.23-233)
Dias de sintomas antes da admissio >7 550 90 (16 4%)
G = - 7. 424 124 (29.2%) <0,001 211(1.55-287)
Saturagdo na adnmissao = 85% 309 51(16,5%)
<95% 638 1589 (24.9%) 0,004 1668(1.18-2.38)
Uso continuo de corticodde (antes Nao 946 202 (21,4%)
da admissao) Sim 33 16 (48.5%) 0,001 347(1.72-6.98)

§ Modelo de Regressdo Logistica e teste de Wald, p<0,05

*HAS, DM, insuficiéncia cardiaca, sindrome coronariana cronica, IAM, acidente vascular encefalico, doenga

arterial periférica, dislipidemia)
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6.2 Uso continuo de corticoides (antes da admissao por COVID19)

A analise sobre o0 uso de corticoides de forma continua e prévia a infeccédo viral foi
realizada com base nos dados de 979 pacientes internados por COVID no Hospital Marcelino
Champagnat no periodo de 13/03/2020 a 16/09/2021. Foram incluidos todos os pacientes
com dados sobre uso continuo de corticoides antes da admissdo. A classificacdo dos

corticoides esté apresentada em % na Tabela 2, sendo a prednisona o mais utilizado (36,4%).

TABELA 2 — Corticoides de uso continuo e preévio a infeccdo por SARS-CoV-2

Variavel Classificagao n %
Usava corticoide  Nao 946 96,6%
Sim 33 3,4%
Qual corticoide Prednisona 12 36.4%
Dexametasona 3 9,1%
Prednisolona 2 6,1%
Beclometasona 4 12,1%
Budesonida 4 12,1%
Deflazacorte 2 6,1%
Fluticasona 3 9,1%
Budenosida + o
formoterol 2 6,1%
Metilprednisolona 1 3,0%

6.3 Comparacao dos grupos definidos pelo uso continuo de corticoides em relacéo a
variaveis demograficas e clinicas basais e no momento da admisséo

Na comparacao entre 0s grupos com uso continuo de corticoides ou ndo, nenhuma
diferenca foi observada em relagéo a idade, sexo ou IMC. Entretanto, insuficiéncia cardiaca,
doengas pulmonares como asma, DPOC e outras foram menos prevalentes nos individuos

que faziam uso continuo de corticoides comparados aos que ndo (Tabela 3).
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TABELA 3 — Caracteristicas demograficas e clinicas da populacao estudada.

Uso continuo de corticoide

Variavel Clas | Total Geral Ndo Sim p
Resultado Resultado Resultado
58 + 16,8 58 + 16,8 594 +16,3
Idade (anos) 979 (19 - 98) (19 - 98) (27 - 86) 0,635
Idade (anos) <65 979 615 (62,8%) 595 (62,9%) 20 (60,6%)
265 364 (37.2%) 351 (37,1%) 13 (39,4%) 0,855
Sexo Fem 979 346 (35,3%) 330 (34,9%) 16 (48,5%)
Masc 633 (64,7%) 616 (65,1%) 17 (51,5%) 0,137
295+51 295+51 285%+63
IMC (kg/m?) 839 (172 518 (17.2 - 51.8) (17.6-409) 0324
IMC (kg/m?) <30 839 498 (59,4%) 480 (59,3%) 18 (62,1%)
=30 341 (40,6%) 330 (40,7%) 11 (37,9%) 0,849
Insuficiéncia cardiaca Nao 978 924 (94,5%) 896 (94,8%) 28 (84,8%)
Sim 54 (5,5%) 49 (5,2%) 5 (15,2%) 0,031
Arritmia Nao 977 914 (93,6%) 883 (93,5%) 31(93,9%)
Sim 63 (6,4%) 61 (6,5%) 2(6,1%) 1
Asma Nao 978 942 (96,3%) 918 (97,1%) 24 (72,7%)
Sim 36 (3,7%) 27 (2,9%) 9 (27,3%) <0,001
Doenga Pulmonar
Obstrutiva Crénica Nao 978 944 (96,5%) 916 (96,9%) 28 (84,8%)
(DPOC) Sim 34 (3,5%) 29 (3,1%) 5 (15,2%) 0,004
Outra doenca
pulmonar Nao 963 939 (97.5%) 912 (97,9%) 27 (87,1%)
Sim 24 (2,5%) 20 (2,1%) 4 (12,9%) 0,006
Doenca renal cronica/ Nao 978 935 (95,6%) 906 (95,9%) 29 (87,9%)
transplante .
renal/nefrectomia Sim 43 (4,4%) 39 (4,1%) 4(12,1%) 0,052
Neoplasia Nao 977 934 (95,6%) 905 (95,9%) 29 (87,9%)
Sim 43 (4,4%) 39 (4,1%) 4(12,1%) 0,052
Saturacao de O; (%) 047 909+7,0 909+7,0 90,5%59 0.721
na admissao (25 - 100) (25 - 100) (71 -99) i
Saturagao de Oz (%)
na admissao <95% 947 638 (67,4%) 615 (67,1%) 23 (76,7%)
295% 309 (32,6%) 302 (32,9%) 7 (23,3%) 0,326
. 130,5+20,8 130,8 £20,9 12192174
PAS na admissao 898 (49 - 226) (49 - 226) (79 - 160) 0,025
. 78+ 14,1 78,1+141 735+12
PAD na admissao 896 (34 - 158) (34 - 158) (50 - 100) 0,087

Resultados expresso por média + desvio padrdo (minimo e m&ximo) ou por frequéncia absoluta (percentual)
§ Teste t de Student para amostras independentes ou teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (varidveis
guantitativas); teste exato de Fisher (variaveis categdricas); p<0,05
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6.4 Comparacgdo dos grupos definidos pelo uso continuo de corticoides em relacdo a
eventos adversos e desfecho 6bito

Ao avaliar as probabilidades de ocorréncia do desfecho entre os grupos (usa ou néo
usa corticoides) pode-se observar que os individuos que fazia uso de corticoides tiveram
maior risco associado ao 6bito (OR 3,47), bem como necessitaram de uso de droga vasoativa

(OR 2,11) (Tabela 4).

TABELA 4 — Relacgdo de eventos adversos e 0bito na populacéo estudada.

[Uso continue de corticolde |
Geral 1

Varidvel Clas | Total | Nao Sim | pd OR (IC95%)
_ | n (%) | n (%) M (%)

inubagsooroliaqueal M Mgo 974 922(947%)  892(947%)  30(938%)

Sim 52 (5,3%) 50 (5,3%) 2(6,3%) 0816 119(028-512)
Internameanto direto em UTI Mao 979 674 (GB,E%) 655 (69,29%) 19 (57 6%)

Sim 05 (31,2%) 291 (308%) 14(424%) 0,159 166 (0,82 -335)
Precizgou de UTI Mac 979 479 (48 9%) 468 (49,5%) 11 (333%)

Sim 500 (51,1%) 478 (505%) 22(667%) 0073 1.96(094-—408)
Mecessitou de intubacao
orotragueal Mio @73 655 (67.3%) GaT (67.8%) 18 (54.5%)

Sim 318 (32, 7%) 03 (322%)  15(455%) 0116 1.75({0.87-3,52)
Mecessitou de droga
vasoaliva Mic 978 685 (71,1%) BTT (716%) 18 (545%)

Sim 283 (28.9%) 268 (284%)  15(455%) 0037 Z211(1.05-424)
Teve tromboembolismao
pulmorar Mac 978 024 (94 5%) B892 (94 49%) 32 (97%)

Sim 24 (5,5%) 53 (5,6%) 1 (3%) 0,531 0,53 (0,07 -392)
Teve infarto agudo do
miccérdio (1AM) Mao 978 064 (98 6%) 032 (98,6%) 32 (97%)

Sim 14 {1,4%) 13 (1,4%) 1 (3%} 0444 224 (028-1T78)
Teve arritmia Mac 978 027 (94 B%) BOB (95%) 20 (87 9%)

Sim 51 (5,2%) 4T (5%) 4{121%) 0080 264 (089-781)
Teve ocutra complicagao Mao 978 GBT (70,2%) 66T (706%)  20(60.6%)

Sim 201 (29.8%) 278 (204%) 13{394%) 0221 1,56(0,77-3,18)
Onito Mioc 979 TB1(77,7%) 744 (TBE%) 17 (51,5%)

Sim 218 (22,3%) 202 (21,4%) 16 (485%) =0001 347 (1,72-698)

*Modelo de Regressdo Logistica e teste de Wald, p<0,05

Para avaliar se 0 uso continuo de corticoides é um fator independente na associacao
com o desfecho de oObito, a andlise foi ajustada em um modelo de Regressdo Logistica.
Podemos observar na Figura 3 que a populagdo que utilizava corticoides anteriormente a
infeccdo por SARS-CoV-2 tem risco associado ao Obito independente das variaveis
utilizadas no modelo. Portanto, o uso de corticoides prévio, independentemente das demais
variaveis incluidas no modelo esta significativamente associado a probabilidade de 6bito.
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Variavel OR (IC95%)

Uso de corticoide 4 3,06 (1,25 - 7,50)
Idade 2 65 anos —— 2,04 (1,33-3,12)
Doenga renal crénica 4 2,43 (1,02 -5,78)
Doenca cardio-metabdlica —_— 1,76 (1,08 - 2,86)
Cirurgia nos ultimos 6 meses 4 2,97 (1,21 -7,29)
Nao automedicacédo para COVID19 —— 1,53 (1,01-2,32)
Saturacéo em ar amb na admisséo < 95% | ——¢—— 2,25(1,41-3,58)
4 ou mais comorbidades —— 1,53 (0,94 - 2,51)
Dias de sintomas antes da admissdo <7 —_—— 2,08 (1,39 - 3,09)
Internamento direto na UTI 4 3,08 (2,08 - 4,57)

I | | | | | |

0 1 2 3 4 5 6 7

Odds ratio (1C95%)

Figura 3. Risco de ébito independente em individuos que faziam uso continuo de corticoides. Analise realizada
pelo Modelo de Regressdo Logistica (Stepwise Backward) e teste de Wald, p<0,05.

6.5 Andlise da associacdo entre uso continuo de corticoides e 0s marcadores
inflamatorios

Para cada um dos marcadores inflamatorios, foi avaliada a diferenca entre os grupos
definidos pelo uso continuo ou ndo uso de corticoides. Aumento significativo das citocinas
IFN- v e TNF-o foi observado tanto na primeira amostra coletada na admissao do paciente
como na Ultima coleta mais proxima do desfecho em individuos em uso continuo de

corticoides em relacdo aos que ndo faziam uso de corticoides (Tabela 5).
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TABELA 5 — Uso continuo de corticoides e a relacdo com mediadores inflamatérios

Citocina Corticoide n MédiatDP Mediana Minimeo Maximo p*

IFN-y (1%) Nao 322  9,1496 7.0 0,7 84,5

Sim 14 13,0+10,8 11,5 4.0 47 8 0,015
IFN-y (Gltima) Nio 176  9,0495 8.0 25 80,4

Sim 9 21,6234 14,5 41 825 <0,001
THF-a (1) MNao 323 12,0+12 .8 7.8 1,7 816

Sim 14 133:93 11,8 3,3 40,2 0,038
THNF-a (dltima) Mao 176 14 94167 9.0 1,8 866

Sim 9 2504170 14.3 10,7 51,3 0,004
IL-6 {1%) Mao 323 18,0+25,2 10,8 2.1 3832

Sim 14 23,8250 171 2.0 995 0,247
IL-6 (dltima) MNao 176 2524327 9.8 1,7 207.3

Sim 2] 228+14 4 212 2.3 48 4 0,342
IL-10 (17) Nae 310 11,64174 6.8 1,9 190.3

Sim 14 12,6411,0 7.4 52 38,7 0,294
IL-10 {dltima ) Mao 174 99466 7.1 2.8 357

Sim a 11,9449 14,0 6,0 19,0 0,088
IL-d (1) MNao 321 9.7+7.5 6.4 2.5 482

Sim 14 10,8+8.0 7.1 3,9 296 0,354
IL-4 (dltima) MNao 173 11,8491 7.3 3,3 446

Sim 9 14,3197 7.9 55 312 0,241
IL-15{17) Mao 313 81452 7.1 1.1 3ra

Sim 12 55423 4.6 2.3 89 0,057
IL-15 (dltima) MNao 171 9.8+7.3 8.0 1,5 46,5

Sim 8 7.2+4 5 4.7 3,3 14,7 0,300
IL-1k (18) MNao 307 11,3467 87 25 511

Sim 12 94+4 1 9.2 3.8 16,5 0,561
IL-1k (ultima ) Mao 168 13,1293 91 3,2 550

Sim 8 13,5488 99 8 K] 0,456

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
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7. DISCUSSAO

Com base nos resultados aqui apresentados, ressalta-se que, a administracdo prévia
de CS, possivelmente utilizados no tratamento de condicBes cronicas preexistentes, esta
correlacionada com a taxa de mortalidade entre pacientes diagnosticados com COVID-19.
Dos 979 pacientes incluidos no estudo, 3,4% faziam uso de corticoides antes da admissao
hospitalar sendo a prednisona o medicamento mais utilizado por estes pacientes. Porém, 0s
pacientes que faziam uso de corticoides prévio foram significativamente associados a
probabilidade de 6bito, bem como com uso de droga vasoativa durante o internamento,
cirurgia nos ultimos seis meses e internamento direto em UTI.

A corticoterapia € importante para diminuir a morbidade e mortalidade bem como
melhorar a qualidade de vida na maioria dos pacientes em diversas condi¢des pulmonares
como asma brénquica, sindrome do desconforto respiratorio (SDR), aspergilose
broncopulmonar alérgica, doenca pulmonar intersticial, hemangioma de traquéia, disturbios
eosinofilicos pulmonares entre outras (41), entretanto nossos achados ressaltam a
importancia de uma abordagem mais cautelosa ao empregar terapias com corticoides em
pacientes com histérico médico complexo, especialmente em um cendrio de pandemia viral,
onde tais intervencdes podem desempenhar um papel crucial no desfecho clinico. Em um
estudo retrospectivo, 0 uso de drogas vasoativas e a necessidade de ventilacdo mecanica
foram altamente prevalentes no grupo ébito, sendo o primeiro considerado como fator de
risco para tais desfechos. No entanto, o uso concomitante de CS em pacientes com COVID-
19 sob ventilacdo mecanica, poderia resultar em melhores progndsticos, conforme
recomendado pela OMS. Ainda, de acordo com os achados, idade > 60 anos, satura¢dao de
oxigénio < 94% na admissdo, uso de drogas vasoativas e trombocitopenia foram os

principais preditores clinicos de mortalidade intra-hospitalar (66). Nossos resultados
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ressaltam ainda que o uso prévio de CS nos pacientes internados com COVID-19 foi um
fator independente de outras variaveis clinicas na associacdo com o desfecho ébito.

Em outro estudo, pacientes com doengas respiratdrias pré-existentes tiveram um
risco modestamente aumentado de complicagdes graves do COVID-19. O risco foi maior
em pessoas com DPOC, céancer pulmonar e doenca pulmonar intersticial. No entanto, as
pessoas com asma tiveram um modesto aumento no risco de internagdo, mas ndo houve
evidéncias de que a asma foi associada a um aumento no risco de morte. O uso de corticoides
inalatorios (ICS) também foi associado a um modesto risco de COVID-19 grave (67).
Considerando os fatores de risco associados ao 6bito, nossos resultados revelam que na
populagéo estudada a hipertenséo arterial sistémica, DPOC, asma, neoplasias, doenca renal
cronica, dias de sintomas antes da admiss&o e uso continuo de corticoides foram relacionadas
significativamente com o 6bito. Por outro lado, a obesidade que foi descrita como risco para
0 6bito na COVID-19, ndo teve associac¢do na populacdo estudada.

As evidéncias, portanto, sugerem que o COVID-19 pode ter um efeito profundo nos
sistemas pulmonar, cardiovascular e renal. Estudos de pesquisa em cadaveres mostraram que
lesbes cardiacas e renais diretas podem ser frequentemente observadas em pacientes
falecidos devido a infecgdo por COVID-19. Além disso, hé evidéncias de que a sindrome
cardiorrenal pode desempenhar um papel na COVID-19, pois a disfun¢do funcional ou
estrutural do coracdo pode piorar a funcao renal e vice-versa (68). Em um estudo com 16.647
pacientes com COVID-19, 868 (5,2%) estavam em terapia imunossupressiva cronica antes
da admissdo e foram considerados pacientes imunossuprimidos (ISP). No modelo de
pontuacdo de propensdo combinada (PSM) envolvendo ISP em tratamento crénico antes da
admissdo, os CS foram associados a um risco aumentado de mortalidade (OR 2,34, 95% CI

1.43-3.82) (57).

42



Ainda, um aumento significativo das citocinas IFN-y e TNF-a foi observado tanto
na primeira amostra coletada na admissao do paciente como na ultima coleta mais préxima
do desfecho em individuos em uso continuo de corticoides em relacdo aos que nédo faziam
uso de corticoides. Elevadas concentracdes de IL-6 e IL-10 sdo amplamente descritas na
COVID 19. O alvo do IL-6 € o receptor IL-6 que recruta JAK, que desencadeia uma cascata
de sinalizacéo para ativar o STAT3. Enquanto, a IL-10 € uma citocina anti-inflamatoria que
pode ser secretada por muitas células imunes, mas também pode inibir a funcdo e
proliferacdo de células imunes, o que pode atrasar a eliminagdo viral. Portanto, os niveis
elevados de IL-10 podem ser responsaveis pelo aumento dos niveis normais de IFN-y ¢ o
esgotamento de linfocitos. Apesar do blogueio de I1L-6 e IL-10 ser considerado seguro, deve-
se levar em conta os efeitos colaterais possiveis. Por exemplo, os inibidores de 1L-10 podem
levar a efeitos indesejaveis, como infec¢fes bacterianas ou fungicas, e interagcbes com outros
medicamentos (2). Desta forma, as drogas usadas para inibir as citocinas devem ser
consideradas mais a fundo.

Também foi associada a alteracdes na expressdo de genes relacionados a resposta
inflamatoria, o que sugere que a exposi¢do a TNF-a e IFN-y possa desencadear a producao
de citocinas inflamatdrias, bem como a sintese de mensageiros quimicos que desempenham
um papel crucial na regulacdo da resposta inflamatdria. Em suma, TNF-a e IFN-y atuam de
maneira sinérgica para reduzir a atividade do receptor de glicocorticoide (GR) e a eficacia
de CS, o que contribui para a inflamacdo crénica em ASM humano adulto. Os resultados
aqui apresentados sugerem que 0 TNF-o/IFN-y possa promover uma inflamacao resistente
a CS. Isso pode ser devido ao aumento da ativacdo e expressdo dos principais componentes
da via NF-kB e Statl, 0 que ocorre em desacordo com os sinais de feedback negativos de
mediadores anti-inflamatdrios. Essa ativacdo aumentada de NF-kB e Statl pode ser

responsavel pelo aumento da secrecdo de CCL5 e CXCL10 observado na presenca de TNF-
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o/IFN-vy (69). Assim, podemos sugerir que 0 TNF-o/IFN-y pode ser um importante promotor
da inflamagdo resistente a CS. Além disso, a ativacdo da AP-1 e da NFKB promove a sintese
de citocinas inflamatorias, como a IL-1, IL-6 e TNF-a, que séo liberadas pelas células
inflamatdrias nos pulmdes humanos. Estas citocinas, por sua vez, aumentam a
permeabilidade capilar, o que leva ao inchago e a congestdo das vias aéreas, resultando em
sintomas tipicos de asma (70). Em um estudo foi relatado niveis semelhantes de TNF-a., IL-
1 e IL-8 citocinas entre pacientes com COVID-19 internados em UTI e ndo admitidos em
UTI. Também foi observada uma superexpressdo de IFN-y. Niveis semelhantes de TNF-a
entre trés subgrupos de estudo levantam a possibilidade de diferencas étnicas nas respostas
imunolégicas no contexto de infec¢do por COVID-19 (71).

A terapia com corticoides € um dos principais tratamentos para a inflamacéo e é
usada para aliviar os sintomas da doenca. O uso continuo destes medicamentos, no entanto
pode levar a efeitos colaterais graves, como aumento da pressdo arterial, osteoporose ou
ainda o desenvolvimento de infecgdes secundarias. No presente estudo, o uso de corticoides
prévio foi significativamente associado a probabilidade de 6bito, os dados sugerem que 0s
pacientes expostos a corticoides antes da admisséo por infeccdo por SARS-CoV-2 devem
ser monitorados constantemente durante o curso da doenca. Mais estudos sdo necessarios
para avaliar o impacto da exposicdo aos CS antes da admissao em resultados negativos em
pacientes hospitalizados com COVID-19 (72).

O presente estudo possui algumas limitacbes que merecem consideracdo. A
frequéncia do uso prévio de corticoides ndo pdde ser plenamente identificada, o que
impactou a capacidade de estabelecer uma relagdo conclusiva. Alem disso, a analise das
indicacdes especificas para o uso de diferentes tipos de corticoides foi dificultada,
especialmente em casos em que multiplos medicamentos eram utilizados em conjunto ou

quando havia a presenca de diversas patologias concomitantes. No &mbito deste estudo,
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observou-se que 36,4% dos pacientes faziam uso de prednisona, 12,1% utilizavam
beclometasona, 12,1% recorriam a budenosida e 9,1% estavam sob o uso de dexametasona.
E importante ressaltar que, embora tenhamos procurado delimitar nossa analise aos
corticoides empregados no tratamento de patologias pre-existentes, é plausivel que alguns
desses medicamentos tenham sido prescritos ou utilizados por outras razdes ndo abordadas
neste estudo.

A combinacdo de medidas cruciais como o distanciamento social, uso de méascaras e
higienizacdo das méos, sem ddvida, desempenhou um papel fundamental no controle da
disseminacéo do COVID-19. Contudo, é inegavel que a vacina¢do emergiu como a principal
responsavel pela expressiva reducdo nos numeros de casos confirmados e Obitos
relacionados ao virus. Mesmo diante do progresso na campanha de imunizacdo, a
reintegracdo das atividades cotidianas e a convivéncia continua com o SARS-CoV-2
permanecem desafios ativos. Este estudo reforca o esforgo na identificacdo dos grupos
suscetiveis a manifestacdes graves da doenca e, a0 mesmo tempo, alerta para a possibilidade
de desfechos indesejaveis. Portanto, contribui substancialmente para a compreensdo

continua do cenario e a ado¢do de medidas prudentes em prol da satde publica.
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8. CONCLUSAO

1. Dos pacientes incluidos no presente estudo, 3,4% faziam uso continuo de
corticoides antes da admissao, sendo a prednisona o mais comumente utilizado. No entanto,
foi observada uma associagdo entre o uso prévio de corticoides e maior taxa de mortalidade.
Aqueles que faziam uso prévio de corticoides tiveram uma taxa de mortalidade de 48,5%,
enquanto aqueles que nédo faziam uso tiveram uma taxa de mortalidade de 21,4%.

2. A utilizacdo crénica de corticoides por pacientes que apresentavam doencas
pulmonares, renais e neoplasias tiveram maior risco associado ao Obito, bem como
necessitaram de uso de droga vasoativa.

3. Maior risco foi associado a maior idade, DCV, diabetes, maior tempo de sintomas
antes da admisséo hospitalar, entre outras.

4. A obesidade que foi descrita como risco para o 6bito na COVID-19, ndo teve
associacdo na populacgéo estudada.

5. Foi observado um aumento significativo das citocinas IFN-y e TNF-a tanto na
primeira amostra coletada na admissdo do paciente como na ultima coleta mais préxima do
desfecho em individuos em uso continuo de corticoides em relacdo aos que ndo faziam uso
de corticoides.

A partir dos resultados obtidos pudemos concluir que a corticoterapia prévia utilizada
para o tratamento de pacientes com doencas cronicas estd associada a mortalidade de

pacientes SARS-CoV-2 positivos.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A relagdo entre o uso de CS em doengas cronicas e sua influéncia sobre a mortalidade
associada ao COVID-19 é um tema controverso e multifacetado. Embora haja estudos que
apontam para a possibilidade de que CS possam atenuar a mortalidade em determinados
pacientes com COVID-19, outras pesquisas destacam que os riscos inerentes ao uso de CS
podem suplantar os potenciais beneficios. E notdrio que pacientes portadores de condigdes
cronicas que ja estavam em tratamento com CS prévio apresentaram uma suscetibilidade
ampliada a complicagdes graves e, lamentavelmente, a Obitos decorrentes do virus. A
literatura cientifica evidencia que certas variantes de corticoides, como a prednisona,
possivelmente debilitam o sistema imunoldgico, conferindo uma maior vulnerabilidade a
infeccdes.

Ademais, é essencial ponderar que individuos com doencas cronicas frequentemente
carregam consigo outras patologias subjacentes, o que potencialmente amplifica sua
susceptibilidade ao virus. Nesse contexto, urge a necessidade de conduzir mais estudos
aprofundados a fim de discernir de maneira abalizada a influéncia da terapia prévia com
corticoides no manejo do COVID-19. Essa investigacdo abrange ndo apenas as diretrizes
clinicas atuais, mas também fornecerd um arcabouco valioso para situacBes em que

emergirem novas doengas.
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