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RESUMO

Introducéo: Identificados na década de 60, os coronavirus humanos (HCoVs)
causadores da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) tém causado milhdes
de mortes no mundo todo. Trés grandes surtos causados pelos (HCoVs) ocorreram
nas Ultimas trés décadas, entre eles o de um coronavirus de origem zoonatica foi
relacionado a causa de pneumonia grave em Wuhan na China, sendo nomeado
posteriormente como SARS-CoV-2. Este foi responsével por mais de 530 milhdes
de casos confirmados e mais de 6 milhées de mortes no mundo. Com grande
afinidade pelo sistema respiratorio, 0 SARS-CoV-2 utiliza o receptor de enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) para infectar humanos. Cerca de 81% dos
casos sdo assintomaticos ou com sintomas leves a moderado e 14% e 5% com
sintomas graves ou criticos. Nas infec¢des por CoV, o sistema imune é vital para o
controle e resolucdo das infeccbes. Além disso, o sistema endocrino parece
desempenhar fun¢des importantes nas infecgdes por SARS-CoV-2, uma vez que a
infeccdo pode alterar funcdes de diversas glandulas enddcrinas. O cortisol e a
prolactina séo glicocorticoides que podem agir nas respostas imunes aumentando
ou diminuindo a producédo de citocinas. Dessa forma, uma resposta hormonal
alterada influéncia as respostas fisioldgicas e do sistema imune, tendo assim um
papel crucial nas infecgdes por SARS-CoV-2. Objetivo: Avaliar a relacdo entre as
concentracdes de cortisol e prolactina nas fases iniciais da infeccéo e a gravidade
da evolucéo clinica em individuos com diagnostico de Covid-19. Métodos: Foi
realizado um estudo de coorte prospectivo composto por pacientes voluntarios de
ambos os sexos, recrutados em unidades de saude do Distrito Federal e com Covid-
19 confirmada por RT-PCR. Uma coleta por puncdo venosa de sangue periférico
foi realizada em até 24 horas apés a confirmacéo do resultado do RT-PCR, para a
dosagem do cortisol e prolactina, utilizando a metodologia de quimiluminescéncia
direta. Foi realizada uma analise exploratéria das varidveis extraidas dos
prontuarios dos pacientes, uma analise multivariada de correlacdo de Pearson e,
apos ajustes das variaveis, foi desenvolvido modelos dentro do conjunto de dados
gue melhor explicava cada uma das variaveis analisadas, utilizando o método de
Akaike. Com os dados correlacionados, foram definidas como variaveis

dependentes i) o risco de hospitalizag&o ii) o risco de saturacéo de O2 baixa (<93%)



e iii) o risco de necessidade de suporte de O2. Como covariaveis: sexo, idade,
presenca de comorbidades, presenca de sindrome gripal/sinais e sintomas de
Covid-19 (febre, tosse, cefaleia, mialgia, coriza, espirros), presenca de dispneia,
presenca de ageusia e/ou anosmia, presenca de fadiga/cansaco. Resultados: o
cortisol basal anormal foi relacionado com um aumento nas chances de internacao
hospitalar, com a saturagéo O2 (<93%) e com a necessidade de suporte ventilatorio
em 15,7%, 6,7% e 10,9%, respectivamente. O sexo, a idade e a presenca de
comorbidades também foram fatores que contribuiram para um aumento nas
chances dos pacientes apresentarem um pior prognostico nos dados analisados. A
prolactina basal ndo apresentou um impacto importante no desfecho das variaveis
independentes Concluséo: Os dados mostram que alteracdes no nivel de cortisol
se relacionam com um pior prognostico dos pacientes homens com comorbidades

e conforme o avanco da idade.

Palavras Chaves: SARS-CoV-2, Covid-19, sistema imune, sistema enddcrino,

cortisol, prolactina.



ABSTRACT

Introduction: Identified thousands of deaths worldwide (SARS) causes of
thousands of deaths worldwide, the viruses that cause Agu Respiratory Syndrome
have been identified by thousands of deaths worldwide. Three major all-cause
outbreaks (HCoVs2) in the latter causes three severe pneumonias in Wuhan, China,
later created as SARS-CoV. This was responsible for more than 530 million
confirmed cases of deaths and more than 6 million deaths worldwide. With great
adjustment by system-2, SARS-CoV uses the angiotensin-converting enzyme
receptor to infect 2 humans (ACE2). About 81% of cases are asymptomatic or with
mild to moderate symptoms and 14% and 5% with severe or critical symptoms. In
CoV infections, the immune system is vital for the control and resolution of
infections. Furthermore, the system of important functions seems to improve in
SARS-CoV-2 infections, as it can alter the functions of several glands. Cortisol and
prolactin are the production of immune responses increasing or the production of
glucocorticoids which are the production of glucocorticoids. In this way, a hormonal
response influences biological responses as well as the immune system, a crucial
role in SARS-CoV-2 infections. Objective: To assess between clinical and pro-
infant cortisol conditions the severity of presentation and relationship with diagnosis
of Covid-19. Methods: A prospective cohort study was carried out composed of
volunteer patients of both sexes, both recruited from health units in the Federal
District and with Covid-19 confirmed by RT-PCR. A peripheral blood venipuncture
collection was performed after confirmation of the RT-PCR result, for use until the
puncture of cortisol and prolactin, the direct chemiluminescence methodology. An
analysis of the best variables was performed, a multivariate analysis of investigation
of the variables variables, was developed within the set of variables that explain
each of the variable data, using the method of A. With the correlated data, the risk
of risk of low O2 dependence (<9%) and iii) the risk of needing hospitalization ii) the
risk of needing hospitalization ii) As covariates: sex, age, presence of comorbidities,
presence of flu-like syndrome/signs and symptoms of Covid-19 (fever, cough,
headache, myalgia, coryza, sneezing), presence of dyspnea, presence of ageusia
and/or anosmia, presence of fatigue/tiredness. Results: Baseline cortisol was

related to one in the odds of normal hospitalization support (9%, with 02.9%



ventilatory saturation respectively, and with an increase respectively by 15.7%,
6.7% and 1.9%. Gender, age, age and age were as factors that improved a patient's
chances of worsening the prognosis, but also the data worsened. Prolactate did not
have a major impact on the baseline outcome of the independent variables
Conclusion: The data show that there was no change in the cortisol level of patients

with comorbidities and with advancing age.

Keywords: SARS-CoV-2, Covid-19, immune system, endocrine system, cortisol,
prolacti



1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e breve historico

Os coronavirus humanos (HCoVs) foram primeiramente identificados na
década de 60 como HCoV-229E e HCoV-OC43 (Hamre e Procknow, 1966;
Mclintosh, 1967) e desde entédo, sdo responsaveis por um nimero substancial de
infecgbes do trato respiratorio. A infec¢cdo costuma se apresentar com diversos
fendtipos clinicos e muitas vezes possuem o quadro clinico caracterizado como
resfriado comum (Kahn e Mclintosh, 2005).

Os HCoVs tiveram sua primeira atencao mundial no final de 2002, quando
casos de pneumonia atipica grave foram descritos em Guangdong, no sul da
China. Apresentando um potencial pandémico a medida que a doenca se
espalhava, resultou em mais de 8 mil casos em 25 paises e 774 mortes. Embora
0 numero de casos fosse relativamente menor, quando comparado com
pandemias anteriores, a sua alta transmissibilidade potencializada pelas viagens
aéreas contribuiu para um impacto importante nos paises acometidos (Peiris et
al, 2004). Desta forma, por causar uma Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SARS), estes virus ficaram conhecidos como SARS-CoVs e, conforme foram
sendo realizados sequenciamentos, observou-se fortes indicios de serem um
agente zoonatico. Assim, na epidemia supracitada, o causador da SARS foi um
beta-coronavirus (3CoV) tendo como hospedeiro natural o morcego (Wilde et al,
2018; Paules et al, 2020).

Uma década apds o surto na China, mais um BCoV de origem zoondtica
foi identificado. Desta vez, isolado de um paciente com pneumonia grave e
insuficiéncia renal em Jeddah na Arabia Saudita, foi nomeado como Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio causada por coronavirus (MERS-CoV) (Zaki et al,
2012). Os dromedarios foram sugeridos como hospedeiros intermediarios na
transmissao para humanos (Dudas et al, 2018) e de acordo com a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), até setembro de 2019, quase 2.500 mil casos foram
confirmados, incluindo 851 mortes associadas com uma taxa de letalidade de
35% (WHO, 2019).

Em dezembro de 2019, casos atipicos de pacientes com pneumonia de

causas desconhecidas e relacionadas a um mercado de frutos do mar e animais
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selvagens em Wuhan no sul da China chamou a atencdo das autoridades
sanitarias. Diante disso, uma investigacdo epidemiologica e etiolégica foi
conduzida. Nos resultados das analises, foram descritas caracteristicas clinicas,
origem da pneumonia e um novo coronavirus (2019-nCov) (Zhu el al, 2020) que
posteriormente, foi oficialmente nomeado como SARS-CoV-2 (Sindrome
Respiratoria Aguda Grave causada por coronavirus do tipo 2) (Gorbalenya et al,
2020).

Logo, a infeccédo por SARS-CoV-2 se propagou rapidamente por toda a
China e em poucos dias, em dezenas de outros paises, causando em muitos
individuos a doenca denominada Covid-19. Em funcdo deste alastramento
rapido, a OMS declarou em janeiro de 2020 emergéncia de salude publica para
a recente Covid-19 e em marco de 2020 alterou o status de emergéncia para
pandemia (OMS, 2020) quando j& passava de 87 mil casos confirmados e quase
3 mil mortos (Guo et al, 2020). Em 3 de fevereiro de 2020, o Brasil declarou
emergéncia de saude publica de importancia nacional, mesmo nao tendo casos
confirmados no pais. Essa emergéncia buscava implantar acdes que pudessem
conter ou mitigar o avanco e a entrada da doenca no pais (Cavalcante et al,
2020).

No Brasil, o primeiro caso confirmado foi de um individuo do sexo
masculino residente na cidade de S&o Paulo, em 26 de fevereiro de 2020. Uma
semana apo6s a confirmacgédo do primeiro caso, o virus ja originava 488 casos
suspeitos e dois notificados. Sem evidéncias de transmissdo autdctone ou
domiciliar, os primeiros casos confirmados foram de pessoas que retornaram ao
Brasil de paises da Europa, quando o surto estava evidente no continente
europeu (Croda e Garcia, 2020). Até a semana epidemiolégica 21 (maio de
2022), o Brasil apresentou numeros alarmantes sobre a pandemia com mais de
30 milhdes de casos confirmados e mais de 660 mil mortes, com um indice de
letalidade de 2,8%. Com esses ndmeros, se tornou o terceiro pais no mundo com
maior nimero de mortos, estando atras apenas dos Estados Unidos e india
(Ministério da Saude, 2021).

Seis meses apos a declaracéo de seu estado pandémico, a Covid-19 ja
ocasionava quase 10 milhdes de infectados e aproximadamente 500 mil mortes
em todo o mundo (OMS, 2020). Em maio de 2022, o numero de casos

acumulados ja ultrapassava 500 milhdes e mais de seis milhdes de mortes
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(OMS, 2022). Diante do exposto, a Covid-19 representou e ainda representa uma
grande ameaca a saude publica devido a sua alta transmissibilidade e

consequéncias catastréficas na economia global (Hu et al, 2021).

1.2 Classificacao e genoma

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples ndo segmentado e
envelopado. Pertence a subfamilia Coronavirinae, familia Coronaviridae e ordem
Nidovirales (Guo et al, 2020). E classificado como um BCoV e é o sétimo
coronavirus capaz de infectar humanos, seguindo 2 aCoV (HCoV-229E e HKU-
NL63) e 4 BCoV (HCoV-OC43, HCoV- HKU1, SARS-CoV e MERS-CoV (Liu et
al, 2020).

Como demonstrado na Figura 1, o genoma do SARS-CoV-2 é semelhante
aos outros BCoVs, com o genoma de aproximadamente 30 kb e contém ao
menos dez quadros de leitura aberta (ORFs). Dois ter¢cos do RNA viral localizado
na (ORF 1la/b) codificam 16 proteinas ndo estruturais (NSPs). As outras ORFs,
em um terco do genoma codificam quatro proteinas estruturais principais:
proteina Spike (S), envelope (E), nucleocapsideo (N) e membrana (M), bem
como varias proteinas acessorias. A proteina S desempenha um papel essencial

na ligacdo aos receptores na célula hospedeira (Guo et al, 2020).

<— Proteina Spike (S)

- Envelope (E)

— — — — Nucleocapsideo (N)

RNA - —- Hemaglutinina esterase (HE)

Gendmico

“~ Membrana (M)

my 29903 pb

Figura 1: (A) Representagcdo esquematica da estrutura e (B) genoma de BCoV.
Demonstracao das proteinas estruturais: Spike (S), Envelope (E), Esterase de Hemaglutinina
(HE), Membrana (M), e o RNA gendmico empacotado dentro da particula e envolvido pela
proteina N (Adaptado de Jin et al, 2020).
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1.3 Transmissao

Foi demonstrado por analises evolutivas que morcegos e roedores sao as
fontes da maioria dos aCoVs e BCoV (Liu et al, 2020). A partir das analises
genéticas, sugeriu-se que os morcegos fossem hospedeiros primarios para
SARS-CoV-2, devido ao compartilhamento de 96% do genoma com dois CoVs
semelhantes ao SARS. Além disso, sucessivas infec¢des por CoVs relacionadas
a SARS-CoV-2 em pangolins, sugeriram estes animais como possiveis
hospedeiros intermediarios (Liu et al, 2019; Lam et al, 2020). No entando, uma
analise filogenética realizada por Pekar e colaboradores em 2022, mostrou que
as linhagens A e B do SARS-CoV-2 tiveram saltos zoonoticos dos hospedeiros
intermediarios, ainda indeterminados no mercado de Huanan, para os humanos
em meados de novembro de 2019 rejeitando a hipétese de introduc¢éo Unica do
virus de limhagem A da pandemia de Covid-19.

O que os estudos indicam, até 0 momento, € que a transmissao do virus
surgiu por via zoondtica (Kirtipal et al, 2020), no entanto, sua rapida
disseminacao entre humanos, reforca que sua principal via de transmisséo é a
de pessoa para pessoa. O SARS-CoV-2 pode ser transmitido pelo ar a partir de
particulas virais eliminadas por saliva ou muco nasal de uma pessoa infectada
ao tossir ou espirrar (CDC, 2021). Além disso, a infec¢cdo da mucosa dos olhos,
nariz e boca € uma possivel via de transmissdo a partir do contato com
superficies contaminadas (Cevik et al, 2020) visto que as particulas virais podem
permanecer viaveis por muitos dias em superficies lisas e temperaturas mais
baixas (Chin et al, 2020; Doremalen et al, 2020).

1.4 Invasao celular e ciclo replicativo

Inicialmente, quando a Covid-19 se estabeleceu por todo o mundo, houve
grandes esfor¢os para a identificagdo da via de infecgéo do virus, pois isto traria
uma grande implicacdo para o entendimento da patogénese e desenvolvimento
de estratégias terapéuticas. Portanto, sabe-se que o virus se liga as células do

epitélio respiratério, comeca a se replicar migrando para os alvéolos pulmonares
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(Hu et al, 2020) e assim como o SARS-CoV, utiliza o receptor de enzima
conversora de angiotensina 2 (ACEZ2) para infectar humanos (Guo et al, 2020).

A ACE2 € um componente fundamental no sistema renina-angiotensina
(SRA). Sua funcdo fisiologica € converter a angiotensina | em angiotensina (1-9)
e a angiotensina Il em angiotensina (1-7). A angiotensina (1-9) se liga ao
receptor, “MAS” levando a vasodilatacdo e efeitos anti-inflamatérios. Em
contraste, a ACE (enzima de conversdao da angiotensina) converte a
angiotensina | em angiotensina Il. Por sua vez, a angiotensina Il causa
vasoconstricao e efeitos pro-inflamatoérios por meio do receptor de angiotensina
Il tipo 1 (Hamming et al, 2007). Amplamente expressa na mucosa nasal, coracao,
pulma&o, vasos, intestino, rim e testiculos, a ACE2 esta principalmente ligada as
membranas celulares e pouco presente na circulagao (Sodhi et al, 2017; Jin et
al, 2020).

Como a proteina S é projetada para fora do envelope viral, esta se liga de
forma muito eficiente a ACE2 facilitando a entrada nas células (Figura 2).
Existem indicacbes de que assim que o SARS-CoV-2 se liga a ACE2, ocorre a
endocitose e remoc¢do funcional deste receptor na membrana, levando a uma
reducdo de expressao e regulacdo negativa de ACE2 (Verdecchia et al, 2020).
Esse mecanismo impede que ACE2 execute sua funcdo normal de regular a
sinalizagdo de angiotensina Il tornando-a mais disponivel, produzindo uma
disfuncéo do SRA, aumentando a inflamacao, permeabilidade vascular, edema,
pressdo arterial e desequilibrio hidroeletrolitico (Kuba et al, 2005; Glowacka et
al, 2010; Jin et al, 2020).

O receptor ACE2 regula as agbOes da angiotensina Il e protege o
hospedeiro de danos teciduais, portanto o SARS-Cov-2 ao utilizar este receptor
para sua entrada nas células cria uma condi¢do regulatoria desfavoravel por
promover a diminuicdo e disponibilidade do ACE2 na membrana celular.Foi
demonstrado em modelo experimental que a ndo expressdao de ACE2 néo
apresenta alteracao na funcéo cardiaca, no entanto, a perda ou diminuicéo de
ACE2 resulta em deformidades graves na morfogénese do coragéo (Crackower
et al, 2002). Isso sugere que humanos que tenham uma expresséao reduzida de
ACE2 ndo apresentam nenhuma doenca ou desordem clinica cardiaca; porém,

em uma infecgdo por SARS-CoV-2, a auséncia ou bloqueio de ACE2 podem
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propiciar as manifestacdes clinicas cardiacas mais severas (Imai et al, 2005;
Zhag et al, 2020).

'\ SARS-CoV-2

®

Receptor celular ACE2

3

Fusdo e desnudamento

RNA genomico positivo

! Tradugao das enzimas do complexo
replicado / transcrigio

B RNA () Gendmico
L S

v

O™ ™

RNA Subgendmico
_:/

Reticulo endoplasmatico rugoso

Figura 2: Representacdo esquemaética da replicagdo do SARS-CoV-2. O SARS-CoV-2 liga-
se ao receptor ACE2 da célula-alvo e a clivagem da proteina entre as unidades S1 e S2, que é
operada pelo receptor transmembranar protease serina 2 (TMPRSS2). Isso permite a fusdo da
membrana plasmatica com o envelope viral e desnudamento do RNA genémico. De forma
alternativa, o virus pode entrar na célula via endocitose. As poliproteinas ppla e pplab sédo entdo
traduzidas e clivadas, havendo formacdo do complexo replicase-transcriptase e favorecimento
da sintese dos RNAs genémico e subgendmico virais. As proteinas estruturais M, E e S séo
traduzidas e seguem para o ERGIC, onde, juntamente com o RNA gendmico associado a
proteina N, vdo formar virions maduros que serdo exocitados. (Adaptado de Borges et al, 2020).

1.5 Manifestacgdes clinicas

Em cerca de 81% dos casos de Covid-19, a infeccdo aguda acontece de
maneira assintomatica ou com sintomatologia leve a moderada. Entretanto, o
alto percentual de pessoas assintomaticas pode ser desafiante no controle da
doenca, pois foi demonstrado em pessoas que evoluiram para a cura clinica,
resultados continuadamente positivos de RT-PCR (reacdo em cadeia da
polimerase em transcricdo reversa) (Lan et al, 2020). Isso sugere que mesmo

em pessoas recuperadas existe a possibilidade de serem “reservatorios”
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dispersores do virus. Por outro lado, outro estudo apontou que aproximadamente
14% e 5% dos pacientes sintomaticos avaliados, progrediram para a forma grave
e critica, respectivamente (Wu e McGoogan et al, 2020).

Geralmente, pacientes que possuem condicbes como hipertensao,
obesidade, diabetes, doencas renais, pulmonares e cardiovasculares,
apresentam maior risco de desenvolver as formas graves de Covid-19 e maior
mortalidade (Ejaz et al, 2020; Gandhi et al, 2020). Essas doencas apresentam
condicdes que sdo determinantes para o surgimento de alteragdes no endotélio
vascular. O fato de o endotélio vascular ser indispensavel na regulagéo do tdnus
vascular e na manutencdo da homeostase, e assim, uma disfuncdo endotelial
pode alterar o equilibrio homeostatico causando disfuncdo microvascular,
isquemia de oOrgdos, inflamacdo com edema tecidual e alteracdo nos
mecanismos de coagulacao desses 6rgaos (Varga et al, 2020). Uma vez que
comorbidades pré-existentes estdo relacionadas a disfuncdo crénica do
endotélio (Flammer et al, 2012; Beyerstedt et al, 2021), o SARS-CoV-2 pode
intensificar essas condicdes devido a desregulacdo do SRA levando a um
aumento no processo inflamatério, vasoconstricdo e formacao de trombos nos
tecidos lesionados, consequentemente causa um risco maior de desenvolver as
formas graves da Covid-19 (Brandéo et al, 2020; Ackermann et al, 2020).

A forma leve da doenca (fase I) € caracterizada por progressao benigna e
delimitada com presenca de febre e tosse seca, podendo manifestar sintomas
menos frequentes como diarréia, mialgia, cefaleia, perda do olfato e/ou paladar
e coriza. A forma grave (fase Il) é definida por dispneia, diminuicdo da saturacéo
do oxigénio, infiltrado pulmonar no raio-x e opacidade em vidro fosco em
tomografias computadorizadas. Na forma critica (fase Ill), os pacientes
apresentam sindrome de inflamacéo pulmonar e extrapulmonar marcada por
hiperativacdo imunoldgica resultando em producdo excessiva de citocinas proé-
inflamatorias. Esse evento denominado “tempestade de citocinas” desempenha
grande papel no agravamento da doenca e provavelmente, seja uma das
principais causas de letalidade (Brandao et al, 2020; Wang et al, 2020).

Contudo, a medida que a pandemia avanca e perdura, com as
observagfes clinicas e estudos de casos, observa-se que a Covid-19 ndo se
restringe a um agravo pulmonar, mas também como uma doenca extrapulmonar

multifatorial e sistémica. Os sistemas: neurologico, renal, cardiaco,
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gastrointestinal, dermatolégico e enddécrino também podem ser acometidos.
Existem relatos mostrando que os pacientes podem apresentar alteracfes
neurolégicas como anosmia, ageusia, meningoencefalite, polineuropatia
desmielinizante inflamatéria aguda (sindrome de Guillain-Barré). Outros relatos
mostram que as manifestagdes renais ocorrem principalmente por leséo renal
aguda. No sistema cardiaco observa-se sequelas cardiovasculares como leséo
miocardica, sindromes coronarias agudas, cardiomiopatia, arritmias e choque
cardiogénico. No sistema gastrintestinal sintomas como anorexia, nausea,
vomito, diarreia e dor abdominal foram apontados. Na pele, foi relatado erupcéao
cutdnea eritematosa, urticaria e vesiculas semelhantes a varicela e no sistema
endocrino se observou anormalidades no metabolismo da glicose, incluindo
piora da hiperglicemia, cetose euglicémica e cetoacidose diabética classica
(Gupta et al, 2020; Kochi et al, 2020; Munhoz et al, 2020; Lowe et al, 2021).

Além disso, outros relatos mostram que apés o periodo agudo, cerca de
10% das pessoas podem ter manifestacdes de Covid-19 pds-aguda ou Covid-19
prolongado (Carfi et al, 2020; Greenhalgh et al, 2020; Moreno-Pérez et al, 2021).
Foi proposto que esses sintomas podem ser categorizados como (1) sintomas
residuais persistentes apds a recuperacdo da infeccdo aguda; (2) disfuncdes
organicas persistentes apds a recuperacédo inicial e (3) sindromes que se
desenvolvem apds infecgdo inicial assintomatica ou leve. Nesses incluem fadiga
prolongada, falta de ar, comprometimento de memdéria e concentracao, sequelas
pulmonares, cardiacas, tromboembodlicas, renais e neuroldgicas (Amenta et al,
2020).

1.6 Imunopatogenia

O sistema imune é vital para o controle e resolucdo das infec¢des por
CoV, ao mesmo tempo que contribui na patogénese (Guo et al 2020). Em
principio, a resposta contra o SARS-CoV-2 ocorre dependente de fatores
relacionados ao virus, tais como: na capacidade de replicacdo, nos mecanismos
de evasao e no seu efeito citopatico (Kumar et al, 2020) que se associam a uma
resposta imune individual dependente de caracteristicas genéticas, status

nutricional e metabdlico e idade (Anastassopoulou et al, 2020; Meyerowitz et al,

27



2021) de tal forma que se a viruléncia e os mecanismos de escape viral forem
maiores que a capacidade do individuo de responder ou se a resposta imune for
deficiente, isso leva a maior gravidade; ou se a resposta imune for muito robusta
com grande liberagdo de mediadores inflamatorios, ocorre dano aos tecidos
acometidos que leva também a maior gravidade. Assim, é necessario que exista
um equilibrio entre o virus e a resposta antiviral do seu hospedeiro, para que os
mecanismos imunopatologicos ndo se estabelecam na infec¢do (Lucas et al,
2020).

Considerando esses fatores, 0 SARS-CoV-2 € um virus que causa grande
perda celular pela sua alta capacidade replicativa e pelo seu efeito citopatico, o
gue promove grande perda e disfuncéo celular no local acometido (Yang et al,
2020). A destruicdo excessiva de células pulmonares (local inicial da infec¢ao),
libera uma grande quantidade de antigenos virais e produtos celulares
estimulantes da resposta imune inflamatéria, que tem por objetivo a eliminacéo
da infeccdo e o restabelecimento da funcéo tecidual. Contudo, essa mesma
resposta produz mediadores, como € o caso das citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias capazes de modificar as fungdes celulares no local, tais com a
capacidade das células endoteliais de se manterem coesas. I1Sso, promove 0
extravasamento vascular de produtos, antigenos e virus, gerando respostas
inflamatdrias extrapulmonares (Kim et al, 2021). Se a resposta inflamatéria inicial
nao for devidamente controlada por mecanismos compensatorios e regulatorios
do sistema imune, esta provoca liberagdo de uma grande quantidade de
citocinas (tempestade de citocinas) que provavelmente é a principal causa de
mortalidade na infeccéo por SARS-CoV-2 (Fu et al, 2020; Jin et al, 2020).

De interesse, estudos indicam que o0s niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias liberadas pela hiperativacdo da imunidade inata estéo relacionados
a pacientes graves e ao mau prognéstico na Covid (Zarrilli et al, 2021). Neste
evento, um dos principais antigenos responsaveis pela ativacdo da resposta
inata é a proteina S, que pode ser reconhecida diretamente por receptores para
padrdes moleculares, como por exemplo o receptor TLR4 (Aboudounya e Heads,
2021) ou, apés fagocitose de células infectadas mortas por macréfagos, que
produzem em resposta varias citocinas como IL-18, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,
fator de necrose tumoral a (TNF-a), fator estimulador de colonias de

granulécitos-macréfagos (GM-CSF) e proteina 10 (IP-10) induzida por interferon
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gama (IFN-y) (Hu et al, 2020).

Em resposta a producao de IL-1B3, IL-6 e TNF-a, o endotélio vascular
pulmonar aumenta a expressao de moléculas de adesao celular (CAMs) e a
liberacdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Isso amplia o
influxo de leucécitos do sangue para o tecido infectado e promove a expansao
da permeabilidade vascular, consequentemente, mais células inflamatérias
chegam ao tecido pulmonar e as particulas virais presentes ganham a circulacéo
sanguinea, alcancando outros 6rgaos que expressam a ACE2. Em funcgéo disso,
a producdao local e sistémica de citocinas estimula a medula 6ssea a produzir e
liberar granulocitos imaturos, que retornam aos pulmdes estendendo a
inflamacdo pulmonar. Em contrapartida, as células endoteliais danificadas
expressam fatores pré-coagulantes (Polidoro et al, 2020; Branddo et al,
2020). Aléem disso, ainda ha o estresse oxidativo gerado dentro do estado
inflamatorio que sustenta e agrava a lesdo tecidual. Em conjunto, a producao
exacerbada de citocinas pro-inflamatorias, o estresse oxidativo e a destruicédo
tecidual desempenham um papel importante na patogénese da coagulopatia
relacionada a Covid-19 (Cecchini e Cecchini, 2020; Zarrilli et al, 2021).

A resposta adaptativa que € inicialmente ativada contra o SARS-CoV-2 é
a do ramo de linfécitos T auxiliares do tipo 1 (Th1l). Essa resposta € induzida por
fagocitos e células dendriticas pela producédo de IL-12 por fagécitos, IL-2 por
linfécitos ativados e a producdo de Interferon do tipo 1(IFN-I) pelas células
infectadas (Yang, 2020). A resposta Thl tem como funcdo o controle de
patdgenos intracelulares e promove a producdo de anticorpos neutralizantes
(NAD). A importancia da sintese de IFN-I consiste na ativacdo da resposta imune
inata com o estimulo das células NK que destroem células infectadas. Por
conseguinte, o IFN-I aumenta a citotoxidade de linfécitos T CD8+ que lisam
células infectadas, além de estimular as células B na producdo de anticorpos
neutralizantes (NAb), que blogueiam a entrada viral em células do hospedeiro
(Tsai et al, 2021).

Os NAb também podem desempenhar um papel importante na
imunopatogénese da Covid-19. O complexo virus-NAb pode desencadear
respostas inflamatérias mediadas por FCR. Nesse processo conhecido como
infeccdo aumentada dependente de anticorpo (ADE), os anticorpos NAb sao

subneutralizantes, ou seja, ndo possuem acdo neutralizante eficiente. Dessa
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forma, assim como em outras infec¢des virais (Takada e Kawaoka, 2003), por
exemplo na Dengue, o complexo virus-NAb se liga ao recepctor Fc da célula-
alvo-promovendo a endocitose e facilitando a entrada das particulas virais. Essa
"facilitacéo" do sistema imune adaptativo provoca um aumento da replicacéo
viral e maior gravidade da doenca (Liu et al, 2019; Fu et al, 2020; Jin et al, 2020).

No decorrer da infec¢cdo, o0 SARS-CoV-2 também adquire mecanismos de
escape, pois pode evitar o reconhecimento imunolégico, desencadeando um
atraso na resposta imune inicial e isso permite a replicagdo viral.
Consequentemente, pode promover a diminuicdo da sintese de IFN-I
comprometendo a resposta antiviral (Verdecchia et al, 2020). Além dos
mecanismos de escape, também se observa que a resposta adaptativa com a
presenca de ramos diferentes de respostas é capaz de contribuir para
manifestagbes mais graves. As respostas imunes sdo divididas
aproximadamente em trés perfis (Annunziato et al, 2014). Normalmente, 0s virus
induzem a imunidade do perfil Thl, definida pela expressdo de IFN-y
caracterizada por eliminacao do patégeno intracelular desempenhada por céluas
NK, T citotéxicas e Thl. Curiosamente, em uma andlise longitudinal conduzida
por Lucas e colaboradores, em 2020, a infeccdo por SARS-CoV-2 também
induziu a imunidade do tipo Th2 mediada por IL-4, IL-5, IL-13 e até mesmo a do
tipo Th17, mediada por IL-17 e IL-22. A resposta do tipo Th17 desempenha um
papel importante em casos graves de Covid-19 devido a um transbordamento
pré-inflamatério adicional, resultante dos niveis suprafisiolégicos de IL-13, IL-6 e
TNF-a que contribuem para a formacao de edema (Wu e Yang, 2020). Desse
modo, o perfil de resposta imune inapropriado impede clearence viral adequado
e influéncia no progresso e gravidade da doenca. Portanto, diferente do perfil
Thl que € o mais adequado para a resolucéo da infeccéo viral, os demais perfis
estdo associados a maior gravidade e 6bito (Brissow, 2020).

Em conjunto com a resposta imune direta contra o virus e aos antigenos
teciduais de danos, a interacdo da proteina S aos receptores ACE2 também é
um importante fator que contribui para a imunopatologia da Covid-19. Quando a
proteina S se liga ao receptor ACE2, essa interacdo promove a endocitose do
receptor, o que diminui a expressao da ACE2 na membrana celular e assim
impede sua funcdo de regulacdo do SRA. O desequilibrio do SRA e a

hiperatividade da angiotensina |l, aumenta a permeabilidade vascular
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promovendo edema e acumulo de neutréfilos no pulméo. Além disso, a
angiotensina Il induz as citocinas TNFa e IL-6, que ativam o amplificador de IL-
6 (IL-6 AMP), levando a liberacdo de citocinas inflamatorias. Portanto, esse
sistema parece ter implicagbes também nas manifestagbes extrapulmonares
visto que a expressdo de ACE2 esta presente em células de outros sistemas

organicos (Gupta et al, 2020).

1.7 Covid-19 e o sistema enddcrino

O sistema endocrino parece desempenhar um papel importante na
infeccdo por SARS-CoV-2. Os disturbios endocrinos e metabdlicos pré-
existentes podem ser fatores de risco para pior progressao clinica de Covid-19
(Lisco et al, 2021) e adicionalmente, o préprio virus apresenta afinidade de
ligacdo aos tecidos endocrinos, provocando lesdo tissular direta ou
desencadeando reacdes autoimunes secundarias (Soldevila et al, 2021). No
entanto, a repercussao das disfun¢cdes enddcrinas em pacientes acometidos por
Covid-19 é pouco explorada (Kumar et al, 2021).

Sabe-se que 0 SARS-CoV-2 pode acometer o sistema nervoso central
(SNC) e logo, o hipotalamo e a hipofise. Todavia, ainda ndo é bem esclarecido
se a infeccédo nestas glandulas ocorre pela via hematogénica ou diretamente
através da placa cribriforme (Pal e Banerjee, 2020; Piticchio et al, 2021). A
presenca do receptor para a ACE2 no sistema enddcrino, torna as glandulas um
alvo definido para a entrada do virus e a expressdo de ACE2 foi descrita no
hipotalamo, hipdfise, tireoide, tecido adiposo, gbnadas e ilhotas pancreaticas
(Beyerstedt et al, 2021). Além disso, o receptor transmembranar protease serina
2 (TMPRSS2), que € um importante cofator para a entrada do virus nas células,
foi encontrado em vesiculas extracelulares, permitindo hipotetizar que essa
protease pode facilitar a entrada do virus em outros 6rgdos e sistemas para além
de sitios iniciais de infeccéo, potencializando a propagacao do SARS-Cov-2 (Chi
et al, 2020; Lazartigues et al, 2020).

Estudos sugeriram que a resposta imunoldgica do hospedeiro frente a
Covid-19 pode levar a producdo de anticorpos de reacdo cruzada e promover 0
blogueio na acdo estimuladora adrenal pelo horménio adrenocorticotrofico

endogeno (ACTH). Isso sugere um potencial impacto na resposta do cortisol ao
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estresse do hospedeiro, e consequentemente, insuficiéncia adrenal relativa.
Ademais, o eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) também pode ser afetado
desencadeando hipocortisolismo central como manifestacdo de Covid-19 pos
aguda e hipotireoidismo secundério (Wheatland, 2004; Pal, 2020; Lisco et al,
2021).

A infeccdo por SARS-CoV-2 pode alterar a funcionalidade de diversas
glandulas do sistema enddcrino e processos metabdlicos (Figura 3). A interacéo
neuroendocrina e imunoldgica interfere na resposta metabdlica ao estresse e
processos inflamatérios, o que pode aumentar o risco de desenvolver formas
graves da doenca. Portanto, os fatores de risco em pacientes com complicacdes
enddcrinas durante ou apos a infec¢do por Covid-19 incluem o sexo masculino,
obesidade, diabetes tipo 2, hipovitaminose D, hipocalcemia, hipogonadismo e
multiplos danos nos 6rgdos enddcrinos, incluindo o hipotadlamo (Soldevila et al,
2021).
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Figura 3: Covid-19 e os mecanismos patogénicos no sistema endécrino (Adaptado de Soldevila
et al, 2021).

1.7.1 Papel do Cortisol no Sistema Imune

O Sistema Nervoso Central (SNC) e o sistema endocrino atuam em
sinergia para manter a homeostase do organismo, promovendo respostas

fisiologicas rapidas, desencadeando agdes entre circuitos interligados, por meio
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de secrecao e ou inibicdo de mediadores quimicos e hormoénios (Garavini, 2006).

O eixo HPA representa um sistema de controle e estimulacdo de
horménios responsaveis pelas respostas ao estresse fisioldgico ou psicologico.
O eixo HPA ativado estimula a secrecao do hormonio liberador de corticotrofina
(CRH) no hipotadlamo, e consequentemente, ativa a hipéfise anterior que libera o
horménio adrenocorticotrofico (ACTH). O ACTH, por sua vez, estimula a glandula
adrenal a secretar corticosteroides (Joseph e Golden, 2017). O cortisol,
corticosterona e cortisona estimulam o metabolismo celular, disponibilizando
substratos energéticos, estimulando a sintese de proteinas e glicogénio,
ativando a lipdlise, a gliconeogénese e exercendo fungcdes sobre SNC (Sapolsky
et al, 2000).

Especificamente, o cortisol, tem como principal fungdo modular a resposta
ao estresse e reacao de “luta ou fuga” e influéncia diversas func¢des do sistema
imunologico, tais como na regulacdo dos processos inflamatorios (Jones e
Gwenin, 2021). O sistema imune desempenha um papel crucial na defesa do
corpo frente a uma diversidade de agentes infecciosos. Portanto, qualquer
anormalidade ou alteracdo na competéncia desse sistema pode trazer
implicacbes na gravidade ou maior risco de morte (Glaser e Kiecolt-Glaser,
2005).

Pacientes com deficiéncia de cortisol exibem uma resposta celular imune
inata alterada as infec¢des, aumento da producdo de citocinas inflamatorias,
perda da acado sinérgica do cortisol e risco aumentado de mau progndstico na
Covid-19 (Almeida e Mendonca, 2020; Lisco et al, 2021). Contudo, estudos
revelam que a depender da dose ou do momento da evolugdo do estresse
infeccioso, os glicocorticoides (GC) induzem acdes pro-inflamatérias em
respostas imunoldgicas. Foi observado que o tratamento com GC podem reduzir
as manifestacbes de Covid-19 grave ou critico ativando ACE2 e reduzindo os
niveis de IL-6. Além disso, os CG podem inibir a transcricdo de citocinas proé-
inflamatorias, como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 (Xiang et al, 2020). Em infec¢des por
SARS-CoV-2, as baixas doses de CG regulam negativamente as citocinas pro-
inflamatorias prevenindo uma resposta estendida de citocinas e agilizando a
resolucéo da inflamacé&o pulmonar e sistémica; contudo, o uso indiscriminado de
CG e sem prescricdo correta, pode prejudicar a resposta imune e eliminacéo
viral (Rizk et al, 2020).
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1.7.2 Papel da Prolactina no Sistema Imune

A prolactina (PRL) € um hormdnio proteico sintetizado e secretado pela
glandula pituitaria anterior, entretanto, pode ser sintetizada também pelo SNC,
sistema imune (incluindo linfocitos T), Gtero e glandulas mamarias (Freeman et
al, 2000). A PRL atua ndo exclusivamente como horménio por meio de
mecanismos endocrinos, mas também como fator de crescimento,
neurotransmissor, modulador das respostas imunes inata e adaptativa a partir
de vérias vias de sinalizacao apds a ligacao ao seu receptor (PRLr). Mais de 300
funcdes exercidas por PRL ja foram descritas (Blanco-Favela et al, 2012) que
influenciam muito tecidos, além dos érgéaos reprodutores (Yu-Lee, 1997).

No sistema imune, a PRL é produzida por linfécitos T e B, macréfagos,
células mononucleares e células NK (Diaz et al, 2013). Adicionalmente, esse
horménio apresenta trés isoformas: a monomérica (PRL livre), a grande PRL (do
inglés big Prolactin) e a macroprolactina (do inglés big big Prolactin). A forma
monomérica € biologicamente-a mais ativa (Suarez et al, 2015). A atividade da
PRL € iniciada com sua ligacdo ao PRLr e a expressdo de PRL e PRLr em células
imunes sustentam uma atuacdo auto e paracrina que, a depender das
concentracbes de PRL, manipula a proliferacdo, diferenciacdo, secrecdo e
sobrevivéncia de células imunitarias (Borba et al, 2018). Evidéncias
demonstraram o papel da PRL como uma citocina presente nas respostas
imunes do tipo Thl (Yu-Lee, 2002). Em pacientes com HIV, niveis mais elevados
de PRL aumentaram a contagem de linfécitos T CD4+ e apoptose viral (Parra et
al, 2013), além de aumentar sobrevivéncia celular (Yu-Lee, 2002).

A secrecdo de PRL é regulada por citocinas estimulantes como IL-1, IL-2
e IL-6, enquanto a endotelina-3 e o interferon (IFN) -y atuam de forma inibitéria
(Borba et al, 2018). Os efeitos da PRL nas respostas imunes aumentam a
producgéo de citocinas como IFN-y, IL-12 e IL-10 (Suarez et al, 2015). Assim, a
PRL desempenha um papel fundamental para manter o numero adequado de
células imunes e em contraste, conserva a tolerancia imunolodgica,
principalmente na fase gestacional (Borba et al, 2018). Contudo, essa regulacéo
irA depender da sua concentracdo sérica. Dessa forma o papel e efeitos da PRL
no sistema imunoldgico sdo terminantemente importantes, porém, complexos
(Suarez et al, 2015).
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Fundamentada a relevancia da PRL na regulacéo do sistema imunolégico,
esse horménio parece desempenhar um papel importante no contexto Covid-19,
como: (1) diferenca de género na gravidade de Covid-19, onde homens tém
maior risco de piores desfechos e morte, pois mulheres possuem niveis mais
elevados de PRL, podendo ser um fator protetor (Jin et al, 2020); (2) até o
presente, estudos sugerem que mulheres gravidas ndo apresentam risco extra
de gravidade para Covid-19, assim niveis mais altos de PRL presentes na
gestacdo podem proporcionar vantagem no combate a doenca (Liu et al, 2020);
(3) pacientes obesos possuem niveis de PRL mais baixos e s&o grupo de risco
para a gravidade de Covid-19 (Kopelman, 2000). Sendo assim, em pacientes
acometidos por Covid-19, a elevacéo fisioldgica da PRL pode contribuir na

resposta imune inicial frente a doenca (Sen, 2020).

1.8 Resposta Hormonal ao estresse

A integridade da resposta hormonal ao estresse é muito importante em
doencas criticas, associada sobretudo a elevacdo na secrecdao do cortisol,
aumento na biodisponibilidade, reducdo nas proteinas ligadoras e reducdo no
metabolismo do cortisol (Téblick et al, 2019). O eixo HPA tem papel central na
resposta fisiologica ao estresse. Os neurbnios do nucleo paraventricular
expressam o hormonio liberador da corticotrofina (CRH), que estimula as células
corticotroficas da hipofise a produzirem e secretarem ACTH, que por sua vez,
atua em receptores membranarios no cortex adrenal, estimulando a sintese e
secrecao do cortisol. O equilibrio desse eixo se da por retrocontrole negativo,
onde o cortisol age em receptores glico ou mineralocorticoides no hipotalamo e
hipoéfise, com inibicdo da liberacdo dos hormonios tréficos (Keller-Wood, 2015).

A determinacdo de pontos de corte que definem as concentracdes
adequadas de cortisol para situacdes de estresse €é de dificil avaliacdo. Estudos
sugerem gue concentracdes de cortisol matinal (< 3 ug/dL ou > 18 ug/dL), podem
definir insuficiéncia ou integridade do eixo corticotrofico. Todavia, valores
intermediarios requerem a realizagédo de testes dindmicos e o pico de secrecao
pode ser diferente de acordo com a agressao sofrida pelo organismo. Existem
fatores pré-analiticos e variac¢des circadianas. O cortisol deve ser coletado entre

8-9 horas da manh@, pois a sua concentracdo decresce em cerca de 1,8 ug/dL

35



por hora a partir de 7 horas (Brown et al, 2017; Schmidt et al, 2003).

Alguns estudos buscaram estimar a resposta adequada ao estresse em
condicbes cirargicas e, foi observada uma correlacdo positiva entre as
concentragdes plasméticas de cortisol e o tipo de cirurgia, idade, sexo (Prete et
al, 2018) e um estudo recente sumariza a importancia da adequada investigacao
do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal antes do tratamento com glicocorticoides em

diversas condicdes (Karaca et al, 2021).

1.8.1 Resposta Hormonal ao estresse infeccioso na Covid-19

O cortisol e a PRL ja foram descritos por desempenharem um papel
crucial na modulacdo do sistema imunoldgico (Tan et al, 2020; Kurizky et al,
2021) contudo, sua relacdo na tempestade de citocinas ainda permanece
desconhecida e durante as infec¢Bes virais, o eixo HPA € a principal via de
respostas ao estresse, além de ser estimulado por citocinas (Silverman et al,
2005).

Estudos recentes sugerem diferentes mecanismos que poderiam justificar
a hipotese de comprometimento funcional no eixo HPA durante a infeccdo pelo
SARS-CoV-2, envolvendo (1) efeito citotoxico direto nos tecidos
neuroendocrinos, (2) anticorpos  anormais contra 0  horménio
adrenocorticotrépico (ACTH), (3) resisténcia adrenocortical relativa, (4)
supresséao do eixo pelo uso de glicocorticoide exdgeno. O mecanismo citotoxico
direto sobre as glandulas enddcrinas foi sugerido em estudos que demonstraram
a grande afinidade do SARS-CoV pelas células hipotdlamo-hipofisérias,
induzindo a hipofisite, destruicao de células corticotroficas e insuficiéncia adrenal
secundaria (Jefferies et al, 1998; Leow et al, 2005). Outros autores
demonstraram destruicdo direta no tecido adrenal, com degeneracao lipidica
adrenocortical, hemorragia e adrenalite focal (Santana et al, 2020). Outro estudo
recente demonstrou a associacdo entre infarto adrenal bilateral e sindrome
antifosfolipide desencadeada pela Covid-19 (Machado et al, 2021).

A presengca de auto-anticorpos contra o ACTH tem sido descrita
possivelmente ligada a sequéncias de aminoacidos do virus SARS-CoV, com
homologia a residuos da molécula do ACTH. Os anticorpos produzidos pelo

hospedeiro reconhecem o virus, mas podem bloquear inadvertidamente a
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ligacdo do ACTH ao seu receptor, reduzindo a liberacao do cortisol no estresse
infeccioso (Pal e Banerjee, 2020). A variacdo na sensibilidade biolégica ao
glicocorticoide parece associar-se a elevacdes em algumas citocinas incluindo a
inteleucina-1 e o fator de necrose tumoral, que modulam a atividade do receptor

e podem induzir a resisténcia ao glicocorticoide (Wu et al, 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

A pandemia de Covid-19 trouxe diversos desafios no controle da
disseminagéo, diagndstico, acompanhamento clinico e educacdo em saude.
Entre os varios aspectos, observa-se que o desenvolvimento dos sintomas esté
diretamente relacionado as caracteristicas de imunidade, idade, sexo e co-
morbidades. Contudo, estudos mostram que alteracdes no sistema enddcrino
somados aos fatores descritos, podem se associar no desenvolvimento de casos
graves. O cortisol é elevado em situacdes de estresse fisiolégico garantindo
regulacdo imunolégica e a PRL desempenha um papel imprescindivel na
estimulacdo da imunidade inata e adaptativa. No entanto, o papel destes
hormdnios em pacientes com Covid-19 é pouco compreendido, necessitando de
maiores ensaios e observagdes clinicas. Estudos mostram que niveis anormais
de cortisol e prolactina podem ser indicadores de gravidade da doenca, assim o
acompanhamento prévio destes parametros poderd ter um grande valor na

tomada de decis&o para mitigar a gravidade da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a relacédo entre as concentracfes basais de cortisol e prolactina e
a gravidade da apresentacéo clinica em individuos com diagnéstico de Covid-
19.

3.2 Objetivos especificos

v Descrever as caracteristicas clinicas dos pacientes com Covid-19 na amostra de

104 pacientes adultos
v Analisar a associagdo entre as concentragdes hormonais e 0s riscos de 0s

pacientes apresentarem necessidade de internacdo, saturacdo de O:2 baixa

(<93%), necessidade de suporte ventilatorio.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Este trabalho faz parte de um projeto multicéntrico denominado “Biomarcadores
moleculares e celulares do progndéstico COVID-19: protocolo para o estudo de coorte
prospectivo TARGET” (Kurizky et al., 2020). Foi registrado no banco de dados de
Ensaios Clinicos Brasileiros com o cédigo de registro RBR-62zdkk e constitui um
estudo multicéntrico de coorte prospectivo de casos de COVID-19 consecutivos. O
projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (CEP-FM/UnB) sob o numero CAAE 30846920.7.0000.0008.

4.2 Descricao da area de estudo

O Distrito Federal (DF), situado na regido Centro-Oeste, € uma das 27
unidades federativas do Brasil. E um territorio autdnomo, dividido em 33 Regides
Administrativas (RA), totalizando uma érea territorial de 5.779,997 km2 com uma
populacdo de 3.094.325 habitantes (IBGE, 2021). E em sua area territorial que
esta inserida a capital do pais, Brasilia. Os pacientes tém origem de diferentes
RAs do DF.

4.3 Descri¢cao da amostra do estudo

A amostra foi composta por pacientes voluntarios de ambos os sexos,
maiores de 18 anos, recrutados em unidades de saude secundaria e terciaria no
DF, especificamente o Hospital Universitario de Brasilia (Universidade de
Brasilia - UnB) e os hospitais publicos regionais das RA da Asa Norte, Gama,
Santa Maria e Taguatinga.

A avaliacéo clinica foi realizada por médicos no pronto-socorro e os dados
referentes aos sinais e sintomas associados a Covid-19 foram inseridos no
prontuario utilizado como fonte de dados deste trabalho. Os pacientes foram
classificados de acordo com a severidade da doencga, no momento da incluséo,
em dois grupos: grupo leve/moderado e grupo grave/critico, de acordo com as

definicbes propostas no estudo TARGET (Kurizky et al, 2021).
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Os casos graves/criticos foram definidos para os fins do estudo por
dispneia (frequéncia respiratoria >30 respiracfes por minuto) associada a
qualquer um dos seguintes critérios: saturacéo de oxigénio (<93%) em repouso,
PaO2 / FiO2 <300 mmHg, insuficiéncia respiratoria com necessidade de
ventilagdo mecéanica, faléncia de multiplos 6rgdos, choque ou admissdo em
unidade de terapia intensiva. Pacientes que ndo atenderam aos critérios de
caracterizacdo da forma grave/critica foram considerados casos

leves/moderados e ndo foram internados.

4.4 Critérios de Inclusao e exclusao

Para as inclusbes dos participantes no estudo foram utilizados os
seguintes critérios: confirmacao laboratorial de Covid-19 por RT-PCR, Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado e ser maior de 18 anos. Os
critérios de exclusdo foram: pacientes com diagnéstico laboratorial inconclusivo,
indisponivel ou apenas sorologico de Covid-19; uma condicdo de deméncia
(Alzheimer, Parkinson, vascular frontotemporal, corpo de Lewy ou
outros), esquizofrenia ou transtornos esquizoafetivos com caracteristicas
psicoticas; pacientes com doencas hemorragicas congénitas previamente
conhecidas ou trombofilia ou uso de anticoagulantes (para testes de coagulacéo)
e pacientes que ndo tiveram dosagem de cortisol ou prolactina e
gestantes. Nenhum paciente assintomatico foi incluido nos grupos do estudo,
conforme Figura 4.

Pacientes com sintomas
respiratdrio nas salas
de emergéncia

Critérios de Exclusdo:
Diagnostico inconclusivoe para COVID-19
Sem sintomas para COVID-19
Incapacidade de entender e assinar o TCLE

Critérios de Inclusio:
= Confirmac3o de SARS-CoV-2 RT-PCR

- Ser maior de 18 anos

= Assinatura do TCLE

Disfuncao pulmonar prévia

Disturbios de coagulacdo
Pacientes sem dosagem de cortisol/prolactina
Gravidez

Casos Casos
Leves/moderados: Severos/severos:
Inscritos no grupo Inscritos no grupo

ndo internados internados

Figura 4. Fluxograma de critérios de inclusdo e exclusdo. Os pacientes encaminhados ao
pronto-socorro com formas leves ou moderadas de Covid-19 que ndo requerem hospitalizagéo,
classificados como grupo néo internados. Os pacientes encaminhados para a sala de
emergéncia com formas graves ou criticas de Covid-19 que requerem hospitalizacéo,
classificados como grupo internados
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4.5 Amostras Bioldgicas

Para as analises bioquimicas do cortisol e prolactina foram realizadas
coletas por puncédo venosa de sangue periférico em tubos a vacuo sem
anticoagulante com gel separador de 10 mL para obtencédo de soro. As amostras
foram coletadas em até 24 horas apés a confirmacédo do resultado de RT-PCR
para SARS-CoV-2. Foi considerado como cortisol basal e prolactina basal a
primeira amostra colhida apés a confirmacdo por RT-PCR e a inclusdo do
paciente no estudo. As coletas e o transporte das amostras foram realizados
levando em consideragao todas as recomendacfes da Sociedade Brasileira de
Patologia em seu manual de coletas de sangue venoso (SBPC/ML, 2009). Ap6s
a coleta, aguardou-se um periodo de 30 a 45 minutos para a formacédo do
coagulo antes da centrifugacdo. A centrifugacéao foi realizada durante 10 minutos
a 2.500 rpm. As amostras foram transportadas em caixas térmicas contendo
gelox e termOmetro para 0 monitoramento da temperatura que poderia variar
entre 2 a 8°C, mantendo os tubos das amostras sempre na posi¢cao vertical

dentro das caixas.

4.6 Dosagem do Cortisol

Os exames de cortisol e prolactina foram quantificados pelo laboratorio
clinico Sabin Medicina Diagnostica S/A (Brasilia, DF, Brasil) pelo método de
quimiluminescéncia (Advia Centaur, XPT Siemens, Berlim, Alemanha) seguindo
todas as normas e recomendacdes do fabricante.

Para dosagem de cortisol foi utilizado um imunoensaio competitivo que
utiliza a tecnologia de quimiluminescéncia direta. O cortisol presente na amostra
do paciente compete com o cortisol marcado com éster de acridina por sitios de
ligagBes de anticorpo anticortisol policlonal de coelho adsorvido em fase sélida,
representado pelo reagente lite. O anticorpo anticortisol policlonal esta ligado a
um anticorpo monoclonal de rato, que por sua vez esta covalentemente
associado as particulas paramagnéticas na fase solida.

O teste foi iniciado com a adicéo de 20 pL (microlitros) de soro em cuvetes
Gnicas adicionando-se 50 uL de reagente lite e 250 yL de reagente de fase
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sélida. Posteriormente, foram submetidos a uma incubag&o por um periodo de 5
minutos a 37°C. ApoGs o término da incubacdo as cuvetes foram lavadas com
agua milig fornecida no kit, juntamente com 0s outros reagentes. Em seguida
adicionou-se 300 uL de reagente acido e 300 uL de reagente base (hidroxido de
sédio a 0,25 N). Por conseguinte, a reacao de quimiluminescéncia foi iniciada
produzindo emisséo de luz que é quantificada pelo leitor, utilizando filtro de 450
nm e um segundo de referéncia de 630 nm. Para a interpretacdo quantitativa
existe uma relacéo inversa entre a quantidade de cortisol presente no soro e a
quantidade de unidades relativas de luz (URL — absorbancia) detectadas pelo
sistema de leitura do aparelho (Advia Centaur, XPT Siemens, Berlim, Alemanha).
Os resultados foram apresentados em pg/dL, utilizando uma curva de calibracéo

que é realizada a cada 10 dias ou a cada troca de lotes de reagentes.

4.7 Dosagem da Prolactina

A dosagem foi realizada por um imunoensaio em sanduiche pela técnica
de quimiluminescéncia, utilizando quantidades constantes de dois anticorpos. O
primeiro anticorpo € um anticorpo policlonal antiproactina de cabra marcado com
éster de acridina, caracterizado como reagente lite. O segundo anticorpo € um
anticorpo antiprolactina monoclonal de rato, identificado como reagente de fase
solida, que esta covalentemente associado a particulas paramagnéticas.

O teste foi iniciado com a adicdo de 20 yL de soro em cuvetes Unicas
adicionando-se 50 uL de reagente lite e 250 puL de reagente de fase soélida.
Posteriormente, foram submetidos a uma incubacdo por um periodo de 5
minutos a 37°C. Ap6s o término da incubacao, as cuvetes foram lavadas com
agua Milig fornecida no kit, juntamente com 0s outros reagentes. Em seguida
adicionou-se 300 uL de reagente acido e 300 uL de reagente base (hidréxido de
sédio a 0,25 N). Por conseguinte, a reacdo de quimiluminescéncia foi iniciada
produzindo emisséo de luz que é quantificada pelo leitor, utilizando filtro de 450
nm e um segundo de referéncia de 630 nm. Para a interpretacdo quantitativa
existe uma relacao inversa entre a quantidade de prolactina presente no soro e
a quantidade de unidades relativas de luz (URL) detectadas pelo sistema de

leitura do Advia Centaur por meio do valor de absorbancia. Os resultados foram
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apresentados em pg/dL, utilizando uma curva de calibragdo que é realizada a

cada 28 dias.

4.8 Estratégia de anélise dos dados

Foi realizada andlise exploratéria na qual, inicialmente, as variaveis
categdricas e continuas foram descritas por meio de frequéncias com
porcentagens e medianas, respectivamente.

Em seguida, foi realizada analise multivariada de correlacdo de Pearson
R utilizando as seguintes variaveis: necessidade de hospitalizacéo, saturacdo de
O:2 baixa (<93%), necessidade de suporte ventilatério, dias desde o inicio dos
sintomas (DSSO), sexo, idade, taxa de cortisol basal, taxa de prolactina basal,
presenca de comorbidades, presenca de sintomas gripais, dispneia, ageusia
e/ou anosmia e fadiga.

Com os dados correlacionados, foram definidas como variaveis
dependentes i) o risco de hospitalizacdo 1) o risco de saturacdo de O2 baixa
(<93%) e i) e necessidade de suporte ventilatorio. Como variaveis
independentes de interesse (focais) foram definidas o cortisol basal e a prolactina
basal e, como covariaveis: sexo, idade, presenca de comorbidades, presenca de
sindrome gripal/sinais e sintomas de Covid-19 (febre, tosse, cefaleia, mialgia,
coriza, espirros), presenca de dispneia, presenca de ageusia e/ou anosmia,
presenca de fadiga/cansaco.

Apbs 0s ajustes, realizou-se a comparacado do desempenho dos modelos
para eleger qual melhor elucida a variagcdo dos dados. Foram utilizados modelos
generalizados lineares (GLMs): binominal-logit, Logit = log-odds=log[p/(1-p)].
Devido as variaveis de desfecho conter apenas duas informacdes (sim ou ndo),
todos esses modelos foram ajustados por maxima verossimilhanca. O ajuste foi
realizado para o modelo completo e para todos os modelos aninhados, levando
em consideracdo todas as variaveis, correlacionando-as com as variaveis de
desfecho do estudo (hospitalizagcdo, saturagcdo de Oz baixa (<93%) e
necessidade de suporte ventilatorio).

O desempenho de cada modelo foi comparado para avaliar qual tinha
maior suporte relativo dos dados. Dessa forma, foi empregado o ajuste por

verossimilhanga que atribuiu “notas” aos melhores modelos e quanto maior o
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valor de verossimilhanca, maior a pontuacdo do modelo. No entanto, 0 nUmero
de parametros de cada modelo foi levado em consideracéo, pois quanto maior a
complexidade do modelo, melhor sera o ajuste, fazendo com que o modelo
receba uma “nota” menor. Para tal, foi utilizado os Critérios de Informacéo de
Akaike Corrigido (AlCc), utilizado para amostras pequenas (Arnold, 2010). O
AICc mostrou o equilibrio entre o ajuste e a complexidade dos modelos. Quanto
menor for o valor de AICc melhor serA o modelo. Assim, os critérios de
informacgéo de Akaike forneceram outro parametro chamado de pesos de Akaike
(wi), ou pesos das evidéncias em favor de cada modelo, sendo que quanto
melhor o modelo maior sera seu peso.

Como estratégia de modelagem, para cada variavel dependente
(desfecho) formulou-se um modelo completo com as varidveis focais (cortisol e
prolactina codificados) e todas as varidveis de interesse (sexo, idade, DSSO,
comorbidades, sinais/sintomas, fadiga/astenia, dispneia, anosmia/ageusia. Além
desses, foram construidos modelos aditivos aninhados ao modelo completo, ou
seja, modelos com todas as possiveis combinacdes de variaveis focais e
covariaveis, incluindo um modelo “nulo” contendo apenas um intercepto. Todos
os modelos foram ajustados para as variaveis independentes e foram calculados
os valores de AlCc, o delta AlCc (dAICc) (que reflete a diferenca entre o AICc de
um modelo X e o AICc do melhor modelo) e os pesos de Akaike (wi) que mostram
os melhores modelos conforme maior for o peso calculado.

Apos avaliar os modelos, foram estimados os efeitos de cada variavel
sobre os desfechos, ou seja, a probabilidade que cada variavel contribui para o
desfecho. Para tal, foi calculada i) a Importancia Relativa das variaveis
dependentes, que reflete a soma de todos os pesos de Akaike de todos os
modelos nos quais a variavel aparece [Z wi + (j)]; ii) o coeficiente de regressao
beta (B) ponderadas pelos pesos de Akaike e transformados em Razdes de
Chances (OR); iii) e os intervalos de confianca de 85%, preconizado para
abordagens que utiliza critérios de informacéo de Akaike, com o erro padréo
incondicional (Arnold, 2010).
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5. RESULTADOS
5.1. Descricéao e caracteristicas clinicas da populacéo

A amostra do estudo TARGET foi constituida por 204 pacientes que
tiveram diagndstico confirmado de infec¢cao por SARS-CoV-2 por RT-PCR e que
procuraram o0s servigos de saude nos hospitais HUB (Hospital Universitario),
HRAN (Hospital Regional da Asa Norte), HRT (Hospital Regional de Taguatinga),
HRSM (Hospital Regional de Santa Maria) e (HRG) Hospital Regional do Gama.
Dos pacientes, 99/204 (48,5%) néo realizaram dosagem de cortisol ou prolactina
e uma paciente estava gravida, portanto, foram excluidos do estudo. Verificou-
se que o grupo de pacientes excluidos, apresentavam caracteristicas como
idade, sexo, dias de sintomas, comorbidades, sintomas, uso de medicacao
semelhantes ao grupo de pacientes incluidos no estudo, podendo assim
caracterizar que houve uma perda no tamanho da amostra, mas nao nas
caracteristicas da amostra. Assim, esse braco do estudo foi conduzido com uma
amostra de 104 pacientes, conforme descricdo na Tabela 1.

Dos patrticipantes do estudo, 55/104 (58,8%) sdo mulheres com média de
idade de 46,8 anos e os participantes do sexo masculino apresentaram média
de idade de 48,9 anos. Sete pacientes (6,7%) evoluiram para 6bito. Na avaliacdo
da frequéncia dos sintomas clinicos, 66/104 (63,5%) apresentaram febre e
fadiga. A dispneia, cefaleia e a saturacao (<93%) estiveram presentes em 64,5%,
48,1% e 51,9% dos pacientes respectivamente e ageusia/anosmia foi
identificada em 46/104 (44,3%) da amostra (Tabela I).
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Tabela 1. Descricdo e caracteristicas clinicas dos pacientes da amostra. Distrito Federal, 2021.

Parametros Mulheres Homens Total
N =55 (52,8%) N =49 (47,2%) N =104
Média de Idade (anos) 47,1 (27-76) 48,9 (23-81) 47,9 (23-81)
Duracéo dos Sintomas (dias) 5,2 (1-12) 4,5 (1-11) 4,8 (1-12)

Sintomas iniciais

Dispneia
Cefaleia

Febre

Saturagao <93%

Ageusia/Anosmia

Fadiga

Evoluiram para Obito

27 (49,1%)
28 (50,9%)
35 (63,6%)
23 (41,8%)
27(58,7%)
36 (54,5%)
2 (28,6%)

40 (81,6 %)
22 (44,9%)
31 (63,2%)
31 (63,2%)
19 (41,3%)
30 (45,5%)
5 (71,4%)

67 (64,4%)
50 (48,1%)
66 (63,5%)
54 (51,9%)
46 (44,3%)
66 (63,5%)
7 (6,7%)

Do total de participantes, 46/104 (43,8%) apresentaram pelo menos uma

comorbidade, sendo que, hipertensdo e diabetes mellitus foram as mais

frequentes com 26/46 (56,5%) e 15/46 (32,6%) pacientes, respectivamente.

Além disso, a cardiopatia foi detectada em 6/46 (13%), obesidade e asma foram

declaradas em 5/46 (10,8%) e 3/46 (6,5%) dos pacientes, respectivamente

(Tabela 2).

Tabela 2. Comorbidades em pacientes diagnosticados com Covid-19. Distrito Federal, 2021.

Comorbidades

Mulheres
N =21 (45%)

Homens
N = 25 (56%)

Total

N =46

Hipertenséo
Diabetes mellitus
Obesidade

Cardiopatias

Asma

9 (42,8%)
6 (28,5%)
1 (4,7%)
2 (9,5%)
1 (4,7%)

17 (68,0%)
9 (24,0%)
4 (16,0%)
4 (16,0%)
2 (25,0%)

26 (56,5%)
15 (32,6%)
5 (10,8%)
6 (13,0%)
3 (6,5%)
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5.2. Classificac&o de acordo com critérios de gravidade da doenga

Do total de pacientes, 78/104 (75%) foram classificados como graves
[criticos e foram internados. Em contrapartida, 26/104 (25%) foram classificados
como leves/moderados, de acordo com o que foi descrito no Protocolo TARGET
(Kurizky et al, 2021). Assim, a maior frequéncia de internacao foi observada em

homens (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas dos grupos de internados e nao internados. Distrito Federal, 2021.

- Total
Parametros N&o internados Internados 104
N = 26 (25,0%) N = 78 (75,0%)
Mulheres 20 (76,9%) 35 (44,9%) 55 (52,8%)
Homens 6 (23,1%) 43 (55,1%) 49 (47,2%)
Média de Idade (anos) 42,6 (27-75) 49,7 (23-81) 47,9 (23-1)
Duragéo dos Sintomas (dias) 4,2 (1-8) 51 (1-12) 4,8 (1-12)

Dos critérios de gravidade utilizados para definir a internacdo dos
pacientes, dispneia, saturacdo de O:2 (<93%) e insuficiéncia respiratoria
estiveram presentes em 67/104 (64,4%), 54/104 (51,9%) e 52/104 (50,0%),
respectivamente. O comprometimento pulmonar também foi observado em
53/104 (50,9%) e a diarreia foi identificada em 24(23,1%) dos pacientes, mesmo
nao sendo utilizada para definir critérios de gravidade (Tabela 4).

Cerca de 92,35% dos pacientes utilizaram algum medicamento durante o
periodo de evolucdo da doenca. Os antibiéticos foram os medicamentos mais
utilizados, 69/96 (71,9%), e a prescricdo de corticoides foi verificada em 58/96
(60,4%). A administracdo de ivermectina e hidroxicloroquina, antes da incluséo
no estudo, foi relatada em 26/96 (27,1%) e 21/96 (21,9%) respectivamente. Ja o
uso de algum antiviral foi verificado em 31/96 (32,3%) dos pacientes. Essa classe
de medicamento foi empregada apenas pelo grupo de pacientes que estavam
internados ndo estando presente no grupo de pacientes que apresentou a forma
leve/moderada da doenca. O uso de outros farmacos isolados ou combinados
foi aplicado em 33/96 (34,4%) dos pacientes. A Tabela 3 descreve a frequéncia
de sintomas e uso de medicamentos nos individuos submetidos ou ndo a

internag&o hospitalar.
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Tabela 4. Gravidade e medicamentos utilizados na admissao dos pacientes diagnosticados com
Covid-19. Distrito Federal, 2021.

Parametros N&o internados Internados Total

Sintomas N = 26 (25,0%) N = 78 (75,0%) 104
Dispneia 5 (19,2%) 62 (79,5%) 67 (64,4%)
Saturacéo 02<93% 4 (15,4%) 50 (64,1%) 54 (51,9%)
Insuf. Respiratoria 0 52 (100%) 52 (50,0%)
Diarreia 10 (38,5%) 14 (17,9%) 24 (23,1%)
Alteracdo Pulmonar 2 (7,7%) 51 (65,4%) 53 (50,9%)

Medicamentos

N = 20 (20,8%)

N = 76 (79,2%)

N = 96 (92,3%)

Corticoides
Antibiéticos
Ivermectina
Hidroxicloroquina
Antivirais

Outros

40,0% (8/20)
70,0% (14/20)
35,0% (7/20)
30,0% (6/20)
0
50,0% (10/20)

65,8% (50/76)
72,4% (55/76)
25,0% (19/76)
19,7% (15/76)
40,8% (31/76)
30,1% (23/76)

60,4% (58/96)
71,9% (69/96)
27,1% (26/96)
21,9% (21/96)
32,3% (31/96)
34,4% (33/96)

5.3. Analise Exploratéria

Foi realizada uma andlise preliminar e exploratéria das variaveis para
avaliar as associacdes bivariadas entre as variaveis de desfecho e as variaveis
focais. Para isso, foi estabelecido que os valores de cortisol normal fossem
estabelecidos entre 5,3 e 22,4 ug/dL Para prolactina foram utilizados valores
normais para o sexo masculino de 2,0 a 18,0 pg/dL e para o sexo feminino,
valores normais entre 2,0 a 29,0 pg/dL. Valores fora dessas faixas foram
considerados como valores anormais.

Foram avaliados trés desfechos clinicos em relacdo a concentracao
hormonal na admisséo: (1) a necessidade de internacéo; (2) a saturacéao de Oz
baixa (<93%); e (3) a necessidade de suporte ventilatério.

5.3.1. Desfecho “necessidade de internagao”

Foi observado que os pacientes que apresentaram concentracao de

cortisol elevada ou suprimida, quando comparado com pacientes com
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concentragbes de cortisol basal normal, estavam mais propensos a serem
internados do que individuos com niveis de cortisol normal. Ndo observamos
correlacdo entre as concentracdes de prolactina e a necessidade de internacao.

A Figura 5 demonstra a relacdo entre a concentracdo de cortisol e
prolactina, em intervalos considerados como normais e anormais na admissao

hospitalar dos pacientes.
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Figura 5. Andlise entre internagdo hospitalar e niveis basais de cortisol e prolactina.
Relacédo entre o cortisol (A), cotisol normal (A0O) e cortisol anormal (Al). A cor vermelha indica
pacientes internados e a cor azul pacientes ndo internados; Relacdo entre a prolactina (B) e a
internacdo hospitalar, prolactina normal (BO) e prolactina anormal (B1), A cor vermelha indica
pacientes internados e a cor azul pacientes ndo internados. (C) Niveis basais de cortisol (ug/dL),
(C0O) pacientes nao internados e (Cl) pacientes internados. (D) Niveis basais de prolactina
(ug/dL), (DO) pacientes nao internados e (D1) pacientes que foram internados. Os valores de
referéncia para cortisol foram 5,3 e 22,4 ug/dL e para a prolactina foram de 2 a 18 ug/dL para
homens e de 2 a 29 ug/dL para mulheres.
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5.3.2. Desfecho “Saturagao de O: Baixa (<93%) e Necessidade de Suporte
Ventilatério. ”

As analises exploratérias também foram realizadas para avaliar as
relacdes entre as concentracdes de cortisol e prolactina basal, com a saturacao
de O2baixa (<93%). Observou-se que 0s pacientes apresentaram concentracdes
de cortisol basal anormal uma correlacao positiva com a baixa saturacao de Oz,
quando comparado com cortisol normal. No entanto, essa associa¢cédo nao foi
observada na prolactina basal alterada, quando comparanda com a prolactina

basal normal, conforme Figura 6.
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Figura 6: Analise entre niveis basais de cortisol e prolactina, com apresentacdo de
saturacao de O; baixa (<93%). Relacdo entre cortisol (A) com a baixa saturacédo de Oz apés
diagnostico para covid, cortisol normal (AO) e cortisol anormal (Al). A cor vermalha indica
pacientes com saturac@o de O2 baixa (<93%) e a cor azul pacientes com saturagédo acima de
93%. Relacdo entre prolactina e baixa saturacéo (B), prolactina normal (BO) e prolactina anormal
(B1). (C) Niveis basais de cortisol (ug/dL), (CO) pacientes com saturagéo maior que 93%e (C1)
pacientes com saturacao de O2 baixa (<93%). (D) niveis basais de prolactina. (D0) pacientes
com saturacdo maior que 93% e (D1) pacientes com saturacéo de Oz baixa (<93%).
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Na analise preliminar, foi possivel observar também uma correlacéo
positiva entre niveis de cortisol alterado e a necessidade de suporte de oxigénio
pelos pacientes. Essa correlacdo ndo mostrou associacdo entre niveis de

prolactina e necessidade de suporte de ventilatorio, conforme Figura 7.
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Figura 7: Andlise entre niveis basais de cortisol e prolactina com a necessidade de suporte
de suporte ventilatério. Relagédo entre o cortisol (A) e a necessidade de suporte ventilatério,
(AO) cortisol normal e (A1) cortisol anormal, a cor vermelha indica o uso de suporte ventilatério e
a cor azul 0 ndo uso do suporte ventilatorio. Relagao entre a prolactina (B) e a necessidade de
suporte ventilatdrio, (BO) prolactina normal e (B1) prolactina anormal, a cor vermelha indica o uso
de suporte ventilatério e a cor azul o ndo uso do suporte ventilatério. (C) Niveis basais de cortisol
(nug/dL), (CO) pacientes sem o uso de suporte ventilatério e (C1) pacientes com com uso de
suporte ventilatério. (D) niveis basais de prolactina (ug/dL), (DO) pacientes sem o uso de suporte
ventilatério e (D1) pacientes com com uso de suporte ventilatorio.

Apdés a analise exploratéria dos dados, correlacionando o cortisol e a
prolactina basal com as variaveis de desfecho: hospitalizacéo, saturagéo de Oz
baixa (<93%) e necessidade de suporte ventilatorio, verificou-se que o cortisol
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alterado apresenta uma associacdo positiva com as trés variaveis. Foi avaliado
também, o comportamento do cortisol alterado nos pacientes internados e néo
internados, se apresentavam diferencas com relacdo ao sexo, comorbidades e
idade.

O cortisol alterado esteve presente em 1/26 (3,84%) dos pacientes que
nao foram submetidos a internacéo, enquanto o cortisol alterado esteve presente
em 35/78 (44,87%) dos pacientes internados (Figura 8A). Dos 35 pacientes
internados com cortisol alterado 22 (62,85%) foram homens e 13 (37,15%)
mulheres (Figura 8B). A variavel “comorbidades” esteve presente em 18/35
(51,42%) dos pacientes internados com cortisol alterado e 17/35 (48,58%) dos
pacientes internados com cortisol alterado, apresentavam nenhum tipo de

comorbidade (Figura 8C).

O grupo de 78 pacientes internados, apresentou média de idade de 49,7
anos. No mesmo grupo, 35 (44,87%) apresentou cortisol alterado e uma média
de idade de 52,6 anos (23 a 81 anos). Em contrapartida, 43/78(55,13%) exibiram
dosagens de cortisol normal e média de idade de 47,2 anos (27 a 80 anos)
(Figura 8D).
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Figura 8. Relac&o de cortisol alterado com os grupos de estudo, internados ou néo
internados, sexo, com ou sem comorbidades e idade. (A) Relagéo de cortisol alterado nos
grupos de pacientes internados e néo internados. (B) Cortisol alterado no grupo de pacientes
internados subdivididos por sexo. (C) Cortisol alterado no grupo de pacientes internados que
apresentavam ou n&o comorbidades. (D) Grupo de pacientes hospitalizados divididos em
pacientes com cortisol alterados e nao alterados com as médias de idade de cada grupo.
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A PLR alterada esteve presente em 6/25 (24%) dos pacientes que nao
foram submetidos a internacdo, enquanto a PLR alterada esteve presente em
19/25 (76%) dos pacientes internados (Figura 8A). Dos 19 pacientes internados
com prolactina alterada 11(57,90%) foram homens e 8 (42,10%) mulheres
(Figura 8B). A variavel “comorbidades” esteve presente em 12/19 (63,15%) dos
pacientes internados com prolactina alterada e 7/19 (36,85%) dos pacientes
internados com prolactina altaerada, apresentavam nenhum tipo de
comorbidade (Figura 8C).

O grupo de 78 pacientes internados, apresentou média de idade de 49,7
anos, enquanto o grupo internado com prolasctina alterada teve média de idade
de 42,25 anos (27 a 76 anos) e os hospitalizados com prolactina normal
apresentaram média de idade de 48,27 anos (23 a 81anos) (Figura 8D).
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Figura 9. Relacdo de prolactina alterada com os grupos de estudo, internados ou néo
internados, sexo, com ou sem comorbidades e idade. (A) Relacdo de prolactina alterada nos
grupos de pacientes internados e nao internados. (B) Prolactina alterada no grupo de pacientes
internados subdivididos por sexo. (C) Prolactina alterada no grupo de pacientes internados que
apresentavam ou ndo comorbidades. (D) Grupo de pacientes hospitalizados divididos em
pacientes com Prolactina alterada e ndo alterada com as médias de idade de cada grupo

Apoés a analise das exploratoria entre as variaveis, observou-se que 0s
valores de cortisol basal anormais estiveram correlacionados positivamente com

idade, sexo, internacdo hospitalar, necessidade de suporte de oxigénio,
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saturacdo baixa de O2 (<93%), dispneia, e, negativamente com astenia e
anosmia/ageusia. No caso da prolactina basal alterada, ndo foi constatada
correlacdo positiva com nenhuma das variaveis estudadas. Contudo, p6de-se
notar uma correlagdo negativa com a idade, tempo desde o inicio dos sintomas
e obito.

A matriz de correlacdo (Figura 10) mostra as correlacbes positivas e
negativas entre diversas variaveis, de acordo com a intensidade de cor. Ja as
tabelas 5 e 6 mostram os valores de r de Pearson e os respectivos valores de p
das variaveis que se correlacionaram positivo ou negativamente com o cortisol

basal anormal ou com a prolactina basal anormal, respectivamente.
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Figura 10: Teste de correlagdo de Pearson, correlagdo entre as variaveis.

ApGs analise, observou-se que o cortisol basal anormal esta relacionado
positivamente com: sexo, idade, internacao, dispineia, astenia, saturacédo de O2
baixa (<93%), necessidade de suporte de oxigénio e negativamente com
prolactina anormal, sindrome gripal, anosmia/ageusia, comorbidades e 0Obito. As
informagdes constam na Tabela 5, que apresenta os valores de p e os valores

de r de Pearson das associacdes entre as variaveis estudadas.
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Tabela 5. Apresentacédo dos valores de p e valores de r de Pearson para associagcéo
positiva ou negativa entre as variaveis estudadas e o cortisol anormal

Cortisol anormal

Variavel Valor p Valor r de Pearson  Tipo de associacao
Sexo 0,038 0,204 +
Idade 0,027 0,218 +
Internacao <0,001 0,373 +
Prolactina anormal 0,191 0,129 +
Sindrome Gripal 0,245 0,114 +
Dispneia <0,001 0,414 +
Astenia 0,035 -0,207 -
Ageusia/Anosmia 0,430 -0,078 -
Tempo de Sintomas 0,607 0,604 +
Comorbidades 0,318 0,099 +
Saturacéo O2 <0,001 0,410 +
Suporte Oz <0,001 0,485 +
Obito 0,198 0,127 +

A tabela 6 apresenta os valores de p e os valores de r de Pearson das
associacdes entre as variaveis estudadas e a prolactina basal anormal. Verifica-
se uma associacdo negativa entra a idade, tempo de sintomas e 6bito com a
prolactina alterada e uma associacdo positiva entre as denais variveis
estudadas.

Tabela 6. Apresentacdo dos valores de p e valores de r de Pearson para associacao
positiva ou negativa entre as variaveis estudadas e a prolactina anormal

Prolactina anormal

Variavel Valor p Valor r de Pearson Tipo de associacdo
Sexo 0,749 0,031 +
Idade 0,659 -0,043 -
Internacao 1,000 0,001 +
Cortisol anormal 0,191 0,129 +
Sindrome gripal 0,572 0,056 +
Dispneia 0,795 0,025 +
Astenia 0,224 0,120 +
Ageusia/Anosmia 0,114 0,155 +
Tempo de sintomas 0,279 -0,107 -
Comorbidades 0,452 0,074 +
Saturagao Oz 0,858 0,017 +
Suporte O2 0,356 0,091 +
Obito 0,136 -0,147 -
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5.4 Inferéncia dos Dados

5.4.1 Desfecho “Hospitalizagao”

Para melhor codificar o cortisol e a prolactina, foram ajustados modelos
alternativos e comparado os valores dos critérios de informacédo de Akaike (AlCc)
para amostras pequenas. Nesse caso, no procedimento foi selecionada a melhor
forma de analise do cortisol e da prolactina. Para o cortisol foi utilizado -[Normal’
(5.3-22.5) vs. ‘Anormal’ (<5.3 ou >22.5) (cort_anorm)] e para prolactina utilizou-
se [variavel continua (incrementos de 5 unidades e ‘centrada’ em 0.3 [minimo]
Linear (prl_5). Objetivando maiores esclarecimentos, todos os modelos

propostos estdo presentes no Apéndice 1.

Foi formulado um modelo completo com as variaveis focais cortisol e
prolactina e as covariaveis de interesse: sexo, idade e DSSO (dias desde o inicio
dos sintomas). Para tal, foram construidos modelos aditivos aninhados com
todas as possiveis combinacfes de varidveis focais e covariaveis, onde todos

esses modelos foram ajustados para as cinco variaveis independentes.

Foi calculado os AICc de cada um dos 32 modelos possiveis, conforme
Apéndice 2, assim como o delta de AICc, que é a diferenca entre o AICc do
modelo com maior suporte de dados e o segundo melhor modelo que explica
melhor os dados. Os modelos sédo considerados competitivos quando o delta é
AlCc<2. A medida de importancia relativa de cada variavel independente foi
calculada somando os pesos de Akaike de todos os modelos, nos quais essa
variavel aparece.

Utilizando o ICs de 85%, preconizado para abordagens baseadas no
AICc, foi calculado as estimativas meédias, derivadas do conjunto de modelos,
ajustando para valores de razéao de chaces (OR).

Para as analises, a variavel idade foi centrada na idade minima do
paciente mais jovem do banco de dados (23 anos). Essa estratégia foi aplicada
para que os modelos néo realizassem predi¢cfes para idade inferior a idade dos

pacientes estudados, além disso, o incremento da idade foi realizado de 5 em 5
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anos.

Apos a classificacdo de desempenho dos modelos, foi observado que o
modelo nulo (30), apresentou nenhuma variavel. Isso sugere que pelo menos
uma das variaveis dependentes, provavelmente desempenham algum papel na
modulacdo das chances de internagdo hospitalar dos 104 pacientes. Esse
cenario que permite rejeitar a hipotese de que a internacao hospitalar foi aleatoria
para os pacientes.

Os dois primeiros modelos apresentaram delta de AlCc<2 e foram
competitivos com suporte alto para os dados. Assim, o modelo top apresentou
todas as cinco vaiaveis analisadas. Dessa forma, sugeriu que o cortisol basal
anormal, prolactina basal com incrementos de (5 ng/dL), sexo, idade a cada 5
anos e DSSO, possivelmente, desempenham algum papel independente na
modulagdo das chances de internagdo hospitalar.

O cortisol basal esteve presente em todos os modelos com suporte alto
ou moderado. Enquanto isso, a prolactina basal esteve presente em apenas um
modelo de suporte alto e em dois modelos de suporte moderado. Isso permite
sugerir que o papel do cortisol basal alterado, nas chances de internagéo
hospitalar, provavelmente, foi maior ou muito mais importante que a prolactina
basal. Os efeitos das estimativas dos parametros foram calculados conforme
Tabela 7.

Tabela 7. Estimativas dos parametros odds ratio, intervalo de confianca (IC) e
importancia relativa das variaveis analisadas para o desfecho internacao hospitalar

Variavel OR 85% IC Importancia
Cortisol (anormal) 15,771 3,347 74,317 0,994
Sexo 4,547 1,865 11,087 0,919
Idade (Adicional de 5 em 5 anos) 1,247 1,061 1,464 0,767
DSSO (Adicional de 1 dia) 1,277 1,062 1,535 0,740
Prolactina (Incrementos de 5 ng/dL) 1,123 0,968 1,304 0,502

Os niveis anormais de cortisol basal tiveram um efeito positivo ajustado
para idade, sexo, DSSO e prolactina basal nas chances de internag&o hospitalar.

Isso sugere que: em relagcdo ao cortisol basal anormal baixo (abaixo de 5,3
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pg/dL) e cortisol basal alto (acima de 22,5 ug/dL), os pacientes tiveram cerca de
16 vezes mais chances de serem internados, com OR ajustada em 15,77 e IC=
3,35 a 74,32.

O efeito da prolactina basal ajustado para idade, sexo, DSSO e cortisol
basal nas chances de internacdo hospitalar foi efetivamente indistinguivel de
zero: beta = 0,116, SE = 0,103 (SE incondicional = 0,104), (IC= 0,033 a 0,265),
0 OR ajustado foi de 1,12 (IC= 0,97 a 1,30).

Em geral, os homens foram mais propensos que as mulheres a
internacdo. Para tal, a média do modelo com OR ajustada foi de 4,55 (IC= 1,87
a 11,09). Os pacientes mais velhos também foram mais propensos a internacéo,
pois as chances ajustadas aumentaram 1,25 (IC= 1,06 a 1,46) para cada cinco
anos adicionais de idade. Finalmente, as chances de internagéo hospitalar eram
cerca de 1,28 vezes maiores (IC= 1,06 a 1,54) para cada dia adicional de
sintomas (dentro do intervalo de 1 a 12 dias).

As cinco variaveis independentes que foram consideradas classificam-se
em termos de importancia relativa, da seguinte forma: cortisol basal (0,994), sexo
(0,919), idade (0,767), DSSO (0,740) e prolactina (0,502). Isso reforca a
perspectiva de que os niveis de prolactina basal ndo foram associados as
chances de internacao hospitalar. Todavia, os niveis de cortisol estdo fortemente

associados a internagdo (Figura 11).
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Figura 11. Apresentacao dos intervalos de confianc¢a (85%) com a odds ratio ajustada para
cada uma das cinco variadveis analisadas. As variaveis cortisol, sexo, idade e DSSO
apresentaram efeitos positivos para o desfecho hospitalizagdo, enquanto a prolactina basal ndo
mostrou associagao.
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5.4.2 Desfecho “Saturacéo de O; baixa (<93%)”

Assim como na analise do desfecho hospitalizacdo, para a inferéncia dos
dados de saturacdo baixa de Oz (<93%), foram seguidos os mesmos critérios.
Primeiro, a escolha da melhor forma de codificar o cortisol e a prolactina, e neste
caso, o sistema selecionou para o cortisol [Normal’ (5.3—-22.5) vs. ‘Anormal’ (<5.3
ou >22 .5) (cort_anorm)] e para prolactina [Baixa (<8.0 ng/dL) vs. Alta (>8.0
ng/dL)].

Foi ajustado os modelos alternativos e comparado os valores de critérios
de informacdo de Akaike para amostras pequenas. O modelo completo foi
ajustado com as variaveis focais (cortisol e prolactina) e codificadas como
descrito acima. Neste modelo, além das covariaveis, sexo, idade e DSSO
utilizadas no desfecho de hospitalizacédo, foram acrescentadas nas analises as
variaveis comorbidades, sinais e sintomas gripais (febre, tosse, coriza, espirros,
cefaleia, mialgia), dispneia, fadiga/astenia, anosmia/ageusia.

Foram construidos modelos aninhados ao modelo completo com todas as
possiveis combina¢cfes das varidveis focais e covariaveis, incluindo o modelo
nulo. Em alguns pacientes, a dispneia pode ser causada pela saturagcédo baixa.
Dessa forma, a inclusédo da dispneia como variavel exploratéria nos modelos de
saturacao foi vista como estranha. Portanto, as analises foram realizadas duas
vezes: uma analise com a variavel dispneia e sem a variavel dispneia. Para a
primeira andalise, com a dispneia, foram ajustados 1024 modelos (2° variaveis),
e quando a dispneia foi excluida, foram ajustados 512 modelos (2° variaveis).

Na classificacdo dos modelos, com ou sem a presenca das variaveis,
verificou-se que, o modelo nulo, sem variavel e somente com o intercepto, ndo
apresentava qualquer suporte de dados (delta de AICc = 46,3 e peso
aproximadamente 0,0). Isso sugere que algumas variaveis dependentes, que
aparecem em outros modelos, provavelmente desempenham algum papel na
modulacdo das chances de ter saturacdo baixa O2 (<93%). Sendo assim,
possibilita rejeitar a hipotese de que a saturacdo baixa O2 (<93%) foi aleatoria,

em relacdo as 10 variaveis independentes analisadas.

Nos 1024 modelos analisados para o desfecho da saturacao baixa de Oz
<93%), quando a dispneia estava inclusa nas avaliacdes, nove modelos

apresentaram suporte de dados alto, com delta AICc<2. Por conseguinte, 62
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modelos apresentaram suporte de dados moderados, com delta AlICc entre 2 e
5, e 953 modelos apresentaram suporte baixo, com delta AICc >5 (Figura 12).
O cortisol basal alterado esteve presente em todos os modelos com
suporte alto de dados. Ja nos modelos com suporte moderado, foi de 88%
(55/62) e em apenas 46% (438/953) dos modelos com suporte baixo. Em
contraste, a prolactina esteve presente em apenas 1 modelo com suporte alto de
dados. Quando ao com suporte moderado, a presenca foi em 27% (16/62) e em
55% (524/953) dos modelos com suporte baixo. Isso indica que se a prolactina
teve algum papel na modulagcdo das chances dos pacientes apresentarem
saturacdo de O:2 baixa (<93%), este foi bem menor quando comparado com o

desempenho do cortisol.
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Figura 12. Modelos analisados para o desfecho da saturagdo. Modelos com suporte alto de
dados (AAICc < 2), principais modelos com suporte moderado (AAICc 2 a 5) e principais modelos
com suporte baixo (AAICc > 5), para o desfecho saturagao baixa de O2 <93%.

Os efeitos das estimativas médias de cada parametro e importancia
relativa de cada variavel foram calculados nos modelos analisados. As OR foram
ajustadas e os ICs de 85%, consistentes com a abordagem baseada no AlCc,

foram estimados (Tabela 8).



Tabela 8. Estimativas dos parametros odds ratio (OR), intervalo de confianca (IC) e
importancia relativa das variaveis analisadas para o desfecho saturacao baixa <93%.

Variavel OR 85% ClI Importancia
Dispneia 10,599 3,538 31,754 0,993
Comorbidades 6,132 2,550 14,749 0,973
Cortisol (Anormal) 3,950 1,669 9,350 0,849
DSSO (Adicional de 1 dia) 1,154 0,983 1,355 0,432
Sexo 2,055 0,912 4,632 0,427
Idade (Adicional de 5 anos) 1,124 0,955 1,323 0,362
Anosmia/ageusia 0,619 0,274 1,400 0,316
Sinais/Sintomas 0,447 0,082 2,436 0,291
Fadiga/Astenia 0,717 0,312 1,645 0,275
Prolactina (<8.0 e >8.0 ng/dL) 1,286 0,578 2,858 0,263

Os niveis de cortisol basal anormais tiveram efeitos positivos (apés ajuste
para todas as variaveis na analise) nas chances de saturagdo baixa (<93%) (beta
=1,374, SE=0,593 (SE incondicional=0,601), (IC 0,512 a 2,235)). Isso sugere que
em relacdo aos pacientes com niveis anormais de cortisol, os pacientes com
cortisol basal baixo (abaixo de 5,3 pg/dL) ou alto (acima de 22,5 pg/dL) eram
cerca de 4 vezes mais propensos a ter saturacao baixa (<93%), com OD ajustada
em4,0elC=1,67a9,35.

O efeito ajustado para prolactina basal (>8ng/dL) nas chances de
saturacdo baixa (<93%) foi efetivamente indistinguivel de zero (beta=0,251,
SE=0,551 (SE incondicional=0,557), (IC= 0,548 a 1,050), com OD ajustada em
1,30 e IC= 0,58 a 2,86. Assim, como a prolactina, as variaveis DSSO, sexo,
idade, sinais/sintomas, fadiga/astenia e anosmia/ageusia nao apresentaram
associacdo com a variavel saturacao baixa (<93%).

Os pacientes com uma ou mais comorbidades também foram mais
propensos a apresentar saturagcao baixa (<93%) (Figura 13), com OD ajustada
em 6,1 e (IC= 2,55 a 14,75).
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Figura 13. Apresentacao os intervalos de confianca (85%) com a odds ratio ajustada para
cada uma das varidveis analisadas de saturacdo baixa (<93%). As varidveis dispneia,
comorbidades e cortisol, apresentaram associacdo positiva para saturacdo baixa (<93%),
enquanto a prolactina basal, DSSO, sexo, idade, sinais/sintomas, fadiga/astenia e
anosmia/ageusia ndo mostraram associagoes.

Pacientes que exibem saturacdo de oxigénio baixa podem apresentar
dispneia, caso eles tenham sido acometidos por danos no tecido pulmonar. Em
consequéncia, isso pode causar dificuldade respiratéria. Portanto, para verificar
se 0s achados sobre o cortisol e a prolactina foram robustos, uma nova analise
foi realizada excluindo a variavel dispneia.

Na andlise apds a exclusdo da dispneia, foram avaliados 512 modelos
aninhados ao modelo completo. Para isso, foi incluso o modelo nulo e calculada
a importancia relativa de cada variavel, assim como o peso de AICc e o delta de
AICc. Essa estratégia foi aplicada para verificar quais modelos tinham maior
suporte nos dados.

Do total, 15 modelos apresentaram suporte alto, 68 modelos com suporte
moderado e 429 modelos com suporte baixo dos dados. Assim, o cortisol e
comorbidades estiveram presentes em 100% dos modelos com suporte alto ou
moderado dos dados, com uma importancia relativa de 0,994 e 0,987,
respectivamente. Foram calculados os valores de beta e ajustados para OR com
IC de 85% (Figura 14).
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Figura 14. Apresentacdo dos intervalos de confianca (85%) com a Odds Ratio ajustada
para cada uma das varidveis analisadas apés excluséo da variavel dispneia. As variaveis
cortisol, comorbidades, sexo e idade apresentaram associacdo positiva para saturacdo baixa
(<93%), enquanto a prolactina basal, DSSO, sinais/sintomas, fadiga/astenia ndo mostraram
associagfes e anosmia/ageusia mostraram associacao negativa.

Com a exclusdo do sintoma dispneia das andlises, as variaveis focais
cortisol e prolactina ndo apresentaram mudancas em relacdo as associacoes.
Dessa forma, permaneceram qualitativamente as mesmas. Os efeitos de
comorbidades também n&do sofreram alteracdes com a exclusdo da variavel
dispneia. Por outro lado, as estimativas de efeito para idade, sexo e
anosmia/ageusia sdo mais claras (IC de 85% excluem valores nulos) quando a
dispneia é excluida. O cortisol permaneceu com um efeito positivo claro
(ajustado para todas as variaveis, exceto a dispneia) nas chances de saturacdo
baixa (<93%), com OR ajustada em 6,77 e C= 2,98 a 15,34. Enquanto isso, a
prolactina continuou ndo apresentando associacdo apos ajuste para todas as

variaveis e com OR ajustada em 1,50 e IC= 0,70 a 3,22.

Na analise, foi possivel observar uma associacao negativa para anosmia/
ageusia com uma OR ajustada em - 0,45 e (IC= -0,21 a -0,98). Em seguida, a
varidvel anosmia/ageusia foi excluida para averiguar se a associa¢cao negativa
poderia influenciar nas analises das variaveis focais cortisol e prolactina.

Contudo, anosmia/ageusia permaneceu qualitativamente inalterada (Figura 15).
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Figura 15. Apresentacédo dos intervalos de confianga (85%)com a Odds Ratio ajustada para
cada uma das variaveis analisadas, comparando modelos com e sem as variaveis
anosmia/ageusia. (A) Modelo analisado com a variavel anosmia/ageusia (B) Modelo analisado
sem a variavel anosmia/ageusia.

5.4.3 Desfecho “Necessidade de Suporte Ventilatério”

Para calcular a necessidade de suporte de oxigénio foi selecionado a
melhor forma de codificar o cortisol e a prolactina. Para isso, o0 sistema
selecionou [Normal’ (5.3-22.5) vs. ‘Anormal’ (<5.3 ou >22 .5) (cort_anorm)] e
para prolactina [Baixa (8.0 ng/dL) vs. Alta (>8.0 ng/dL)].

Foi formulado um modelo completo, com as variaveis focais cortisol e
prolactina como descrito acima e todas as covariaveis de interesse (sexo, idade,
DSSO, comorbidades, anosmia/ageusia, sinais /sintomas e fadiga). Foram
construidos modelos aditivos aninhados ao modelo completo, com todas as
possiveis combinacdes de variaveis focais e covariaveis, incluindo o modelo
nulo. Para essa andlise, foram construidos 512 modelos (2° variaveis) e
calculados os valores de AlCc, o delta de AICc e 0 peso de Akaike para cada um
dos modelos. Por meio desses dados foram estabelecidos quais modelos

apresentaram suporte alto, moderado e baixo para explicar os dados (Figura 16).
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Figura 16. Modelos analisados para o desfecho de necessidade de suporte ventilatorio.
Modelos com suporte alto de dados (AAICc < 2), principais modelos com suporte moderado
(AAICc 2 a 5) e principais modelos com suporte baixo (AAICc > 5).

Dos 512 modelos analisados, seis apresentaram suporte alto dos dados
com AAICc<2, onde as variaveis cortisol, comorbidades, DSSO e
anosmia/ageusia estiveram presente em 100% dos modelos. Do restante, 29
modelos apresentaram suporte moderado e 447 apresentaram suporte baixo dos
dados.

A prolactina, presente apenas em modelos com suporte moderado e
baixo, evidenciou que n&o seria uma variavel importante, considerando o
desfecho de necessidade de suporte de oxigénio. Em contraste, o cortisol esteve
presente em 100% dos modelos, com suporte alto dos dados.

Os efeitos das estimativas médias de cada parametro, assim como a
importancia relativa de cada variavel nos modelos analisados, foram calculados.
As OR foram ajustadas e os ICs de 85%, consistentes com a abordagem

baseada no AlCc, foram estimados (Tabela 9).
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Tabela 9. Estimativas dos parametros odds ratio, intervalo de confianca (IC) e
importancia relativa das variaveis analisadas para o desfecho necessidade de suporte
de oxigénio.

Variavel OR IC 85% Importancia
Cortisol 12,817 4,982 32,978 0,999
Comorbidades 5,128 1,991 13,210 0,903
DSSO 1,305 1,104 1,543 0,865
Anosmia/ageusia 0,287 0,121 0,681 0,777
Idade 1,263 1,070 1,491 0,752
Sinais/Sintomas 3,730 0,898 15,502 0,462
Sexo 1,765 0,765 4,069 0,347
Prolactina 1,328 0,585 3,014 0,269
Fadiga 1,103 0,488 2,491 0,243

Os niveis de cortisol basal anormal, comorbidades, DSSO e idade tiveram
uma associacao positiva nas chances de necessidade de suporte de oxigénio,
apo0s ajustes para todas as outras variaveis. Enquanto sinais/sintomas, sexo,
fadiga e prolactina ndo apresentaram associacao para a necessidade de suporte
de oxigénio. Assim como no desfecho de saturacdo baixa (<93%),
anosmia/ageusia apresentaram uma associagao negativa (Figura 17).

Figural7. Apresentacdo dos intervalos de confianc¢a (85%) com a Odds Ratio ajustada para
cadaumadas variaveis analisadas. As varidveis cortisol, comorbidades e DSSO apresentaram
associacdo positiva para necessidade de suporte de oxigénio, enquanto a prolactina basal,
idade, sexo, sinais/sintomas, fadiga e ndo mostraram associacdes e anosmia/ageusia mostrou
uma associagao negativa.
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O cortisol, apds ajustes para todas as outras variaveis mostrou um efeito
positivo para necessidade de suporte de oxigénio, com OR ajustada em 12,82 e
(IC 4,87 a 32,97). As comorbidades também apresentaram efeito positivo, apos
ajuste, com OR ajustada em 5,13 e (IC 1,99 a 13,21). Quanto as variaveis DSSO
e idade, estas apresentaram um discreto efeito positivo com OR ajustada em
131e(IC 1,10 a 1,54) e 1,26 e (IC 1,07 a 1,49), respectivamente. Por fim, a
anosmia/ageusia apresentou efeito negativo, com OR ajustada em - 0,29 e (IC
em -0,12 a -0,68).

Diante do exposto, foi realizada uma nova andlise, excluindo
anosmia/ageusia, para avaliar se a associacdo negativa influenciava nos
desfechos das variaveis focais cortisol e prolactina, na necessidade de suporte
de oxigénio. Para isso, novos modelos foram formulados, ajustados ao modelo
completo e calculados o ICCc, delta de AICc e peso de Akaike. Por fim,

analisados o suporte de dados que cada modelo forneceu (Figura 18).

|
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Figura 18. Apresentacao dos intervalos de confiang¢a (85%) com a odds ratio ajustada para
cada uma das variaveis analisadas, comparando modelos com e sem anosmia/ageusia.
(A) Modelo analisado com a variavel anosmia/ageusia (B) Modelo analisado sem a variavel
anosmia/ageusia.
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Apoés a exclusdo da variavel anosmia/ageusia, notou-se uma pequena
alteracdo na OR ajustada do cortisol de 12,82 para 10,97 e das comorbidades
de 5,13 para 4,73. No entanto, essa alteragcdo nao foi capaz de mudar a
associacdo de nenhuma das variaveis analisadas. Com isso, permitiu que o
efeito positivo e claro do cortisol basal anormal, ap0s ajuste para todas as
variaveis, com ou sem anosmia/ageusia, aumentasse cerca de 11 vezes as

chances de um paciente necessitar de suporte de oxigénio.
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6. DISCUSSAO

A pandemia de SARS-CoV-2 tem levantado questdes diversas e, entre
elas, os fatores que podem contribuir para a gravidade dos individuos infectados.
Nesse contexto, esse trabalho avaliou se 0s niveis basais de cortisol e prolactina

sao preditores de uma evolucdo mais critica dos pacientes.

Nessa perspectiva, pela primeira vez, em uma populagédo heterogénea
atendida pelo SUS, foi possivel associar altera¢cdes nos niveis de cortisol basal
com a necessidade de internacao, suporte de ventilatorio e baixa saturacédo de
O2. Isso foi observado, principalmente, em pessoas mais velhas, do sexo
masculino e com comorbidades. Em contrapartida, as analises ndo sustentaram

o mesmo desfecho para prolactina.

Nossos resultados mostraram que pacientes que apresentaram cortisol
inicial alterado, considerando os valores de referéncia estabelecidos, em até 24
horas ap0s o diagnoéstico para Covid-19, tiveram as chances aumentadas em ser
admitidos em internacdo hospitalar, qguando comparado com 0s pacientes que
apresentaram cortisol dentro dos valores de referéncia. Resultados semelhantes
foram encontrados por Tan e colaboradores, (2020), onde foi demostrado que
altas concentracdes de cortisol basal estdo associadas a um aumento na

mortalidade e no mau prognostico de pacientes diagnosticados com Covid-19.

Esses valores alterados em nosso estudo representam tanto valor abaixo
como acima da referéncia normal. Sabe-se que os glicocorticoides possuem
efeitos bifasicos dependentes das concentracdes e do tempo de acdo. Assim
podem desempenhar papéis estimulantes e reguladores nos processos
inflamatérios (Yeager et al, 2009). O cortisol estimula o metabolismo celular,
disponibilizando substratos energéticos, estimulando a sintese de proteinas e
glicogénio, ativando a lipdlise, a gliconeogénese e exercendo funcdes sobre
SNC (Sapolsky et al, 2000). A elevacéo do cortisol é considerada como um fator
protetor para o organismo no que se refere a hiperinflamacéo, protegendo contra
a destruicéo tecidual, inibindo a transcrigéo de citocinas pro-inflamatorias (Xiang
et al, 2020).
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No entanto, esta acdo sobre a resposta imune pode interferir nos
mecanismos necessarios ao controle ou a eliminacdo do patdégeno, o que no
caso do virus pode facilitar a replicacdo (Russell et al, 2020). Por outro lado,
valores baixos de cortisol também s&o um mau prognéstico para Covid-19
porque podem comprometer a resposta celular imune inata e celular, permitindo
uma producdo desregulada de citocinas inflamatorias. Isso possibilita a
ocorréncia de danos teciduais, principalmente a lesdo pulmonar que € observada
na Covid-19 (Almeida e Mendoncga, 2020; Lisco et al, 2021). De fato, em um
estudo com pacientes criticos acima de 18 anos internados com Covid-19 na
Unidade de terapia Intensiva em Sahngai na China, observou-se que os niveis
de cortisol plasmaticos foram consideravelmente mais baixos do que nos
pacientes sem covid e que na maioria deles, 0s niveis de cortisol estava abaixo
de 10 ug/dL caracterizando uma insuficiéncia adrenal importante (Mao et al,
2021).

Apbs analise das cinco variaveis independentes (cortisol, prolactina, sexo,
idade e DSSO) para o desfecho hospitalizacdo, foi observado que homens com
cortisol alterado apresentaram maiores chances de internacdo que as mulheres.
E possivel que essas diferencas estejam em parte associadas aos habitos e
estilo de vida; por exemplo: falta de atividade fisica, tabagismo, alcoolismo, ma
alimentacdo, que sado fatores mais presentes no sexo masculino que no feminino.
Outros estudos mostraram que as diferencas hormonais e imunolégicas entre os
sexos tém um papel fundamental na fisiopatologia e na gravidade da Covid-19
(Reis et al, 2021; Al-kuraishy et al, 2021; Dhindsa et al, 2021; Viveiros et al, 2021).

Uma das explicacdes para isso esta no fato de que os horménios sexuais
exercem interferéncia sobre a producéo de glicocorticoides, como é o caso do
cortisol, e vice-versa (Bereshchnko et al, 2018). Um estudo realizado por Janele
e colaboradores, em 2006, mostrou que 0S estrogénios aumentam e 0S
andrégenos diminuem as respostas glicocorticoides a uma variedade de
estimulos inflamatérios e néo inflamatorios. Entre estes mecanismos, 0s
horménios sexuais modulam o feedback negativo exercido pelo cortisol no
hipotadlamo por meio da sintese de citocinas. Outro mecanismo pelo qual o
cortisol também pode interferir em horménios sexuais ocorre pela sua interacao

com a enzima aromatase que é reponsavel pela converséo de testosterona em
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estrogénio. Isso possibilita que pacientes com cortisol elevado tenham niveis de
testosterona baixos e de estrogénio elevados, o que favorece a secrecédo de TNF
e citocinas pro-inflamatorias (Janele et al, 2006). Corroborando esses achados,
Mohamad e colaboradores, em 2019, mostraram que baixos niveis de

testosterona estao associados ao aumento do risco de inflamacéo sistémica.

Embora o presente trabalho ndo tenha dosado a testosterona nos
pacientes, os estudos supracitados podem explicar, em parte, o risco maior de
hospitalizagéo para o sexo masculino e ddo mais robustez a discusséo sobre o
papel dos hormdénios sexuais no tema Covid-19. Sabe-se que os androgenos
podem afetar tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo. Podem influenciar
no desenvolvimento e funcionalidade imune e, na maioria das vezes, agir como
imunossupressores (Trigunaite et al, 2015). Especificamente a testosterona
principal andrégeno masculino tem influéncia sobre varios mecanismos
imunologicos, como a reducdo da atividade de células B e T e inibicdo nas
atividades de macrofagos e mondcitos. Assim, Assim, a testosterona pode
desempenhar um papel imunossupressor em varias infec¢des virais, incluindo o
SARS-CoV-2 (Al-kuraishy et al, 2021). Em 2021, Dhindsa e colaboradores
avaliaram as concentracdes de hormoénios sexuais em uma coorte de 152
pacientes com Covid-19. Foram observadas baixas concentragcbes de
testosterona, elevacdo dos niveis de estradiol e altas taxas de citocinas proé-
inflamatorias. Essas condi¢cdes estiveram presentes nos pacientes do sexo
masculino, que apresentaram maior gravidade da doenca, quando comparados
aos pacientes com a forma leve da doenca. Em contraste, essas alteracdes néao
foram encontradas no grupo de 62 mulheres do estudo. Sendo assim, por esses
resultados, os pesquisadores sugeriram que o hormonio testosterona possui
efeito protetor contra a gravidade da Covid-19 e atribuem as altas taxas de
citocinas inflamatdérias a gravidade dos pacientes.

Adicionalmente, a expressdo dos receptores ACE2 e TMPRSS2, que
possuem papel crucial na entrada do virus nas células em varios tecidos, além
do pulmonar, é regulada pelos receptores androgénicos. Esse fato, mostra a
grande importancia dos hormoénios sexuais na diferenciacdo da criticidade da

Covid-19 entre homens e mulheres (Qiao et al, 2020; Stopsack et al, 2020).
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Em nosso estudo observou-se ainda que pacientes mais velhos,
agrupados de cinco em cinco anos, também foram mais propensos a internacao,
guando comparados com pacientes mais jovens. Esse achado esta de acordo
com o estudo conduzido por Liu e colaboradores, em 2022, com 718 pacientes
em Chengdu, na China no qual foi observado que a idade mais avancada
correlaciona-se com a gravidade da Covid-19. Assim, a idade, nesse presente
estudo também desempenhou um papel preditivo nas distingbes de casos
graves e nao graves, de mortos e sobreviventes. Foi constatado que idade maior
de 45 anos prediz progresséo da doenca e mais de 65 anos um prognostico ruim.
Por fim, outro estudo em Wuhan, com uma coorte de 409 pacientes com Covid-
19, concluiu que a idade e a hipertenséo foram fatores de risco isolados para

progresséo da Covid-19 (Lv e Lv, 2021).

De fato, individuos mais velhos tem uma maior propensao a internagéo e
desenvolver quadros infecciosos mais graves, quando comparado a pacientes
mais jovens. Isso ocorre, porque com a idade, também ocorre diminuicdo das
respostas imunes o que aumenta a suscetibilidade as doencas infecciosas. No
idoso, também ocorre uma consideravel piora nas respostas as vacinas,
aumento da prevaléncia de cancer e doencas autoimunes, tendéncia em
apresensentar um estado inflamatoério cronico de baixo grau, implicando no
surgimento de doencas relacionadas a idade, como a aterosclerose, diabetes e
osteoporose. Essas alteracdes no idoso séo reflexos da senescéncia do sistema
imune gue impacta nas respostas inatas e adaptativas afetando o processo de
geracao de resposta a antigenos estranhos (Castelo-Branco e Soveral, 2013).

As chances de admissdo hospitalar também se mostraram aumentadas
para cada dia adicional de sintomas, em uma escala de 1 a 12 dias em nosso
estudo. Quando o sistema imune nao consegue eliminar o virus de forma
eficiente, pode haver uma grande replicagéo viral com o passar dos dias, e em
funcdo disso, uma resposta imune descontrolada, com inflamacéo exacerbada.
Na época da coleta dos dados, ainda ndo eram estabelecidos tratamentos
especificos que controlassem efetivamente a replicacdo viral ou a resposta
imune exacerbada o que possibilitava o surgimento de complicacbes como
trombose, parada cardiorrespiratoria, faléncia de orgdos, insuficiéncia

respiratoria. Desta forma, quanto maior o tempo e a demora para o tratamento
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dessas complicagbes, maiores as chances de evolugdo do paciente para um

mau prognaostico.

Nas andlises foi possivel observar que a baixa saturagéo de oxigénio e a
necessidade de suporte respiratério também estiveram associadas
positivamente com o cortisol inicial alterado e que ocorreram, preferencialmente,
em homens mais velhos. Um estudo com cobaias submetidas a estresse aéreo
com ovalbumina mostrou que o estresse realizado repetidamente nos animais
aumenta a constricdo pulmonar distal com aumento de citocinas como a IL-4,
prostraglandina F 2 alfa, iINOS e cortisol (Reis et al, 2012). Um outro estudo
mostrou que o cortisol € um biomarcador capaz de predizer a gravidade e o
desfecho clinico em pacientes com pneumonia adquirida na comunidade
(Farghaly et al, 2020). E possivel que estas alteracées com aumento de cortisol
plasmatico nesses estudos reflitam o grau de comprometimento pulmonar em
funcdo da inflamacé&o no local e estressores outros que levam a uma resposta
do eixo HPA. No caso especifico da covid-19, a doenca pulmonar é
acompanhada pela liberacdo de grande quantidade de citocinas pro-
inflamatorias, como por exemplo a IL-6 (Regab et al, 2020), que pode estimular
diretamente o eixo HPA, que por sua vez, promovera a producédo de cortisol
(Yavropoulou et al, 2022) para controlar o processo inflamatério estabelecido.
Essa acdo da IL-6 j& havia sido estabelecida ha muito tempo em pacientes com
cancer tratados com IL-6 recombinante nos quais ocorre aumento de ACTH e

cortisol plasméticos logo no inicio do tratamento (Mastorakos et al, 1993).

Adicionalmente, sugere-se que em pacientes com covid-19, o cortisol é
capaz de ativar o receptor mineralocorticoide em células epiteliais e endoteliais
estimulando a liberacdo de ATP que age nos receptores purinérgicos
ionotrépicos da familia P2X, que quando ativados abrem poros na membrana
celular permitindo a passagem de cations Na*, K* e Ca*?. Esse efeito estimulado
pelo cortisol pode produzir a tosse e nas células pulmonares endoteliais
estimular a exocitose de corpos de Weibel-Palade (WPBs) que contém
angiopoietina-2, que & importante na patogénese da sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), aumentando a permeabilidade capilar e o fator de
von Willebrand (VWF), gue medeia as plaguetas adesao ao endotélio e, portanto,

coagulacdo (Edwards, 2021). O aumento da permeabilidade e a ativagédo da
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fibrina permite o acumulo de exudato fibrinoso e hipdxia; consequentemente isso
provoca lesdes alveolares difusas e piora o processo inflamatorio local (Rizk et
al, 2020; Hu et al, 2020).

Portanto, a presenca de cortisol alterado nos pacientes do nosso estudo
possivelmente se relaciona com a saturacdo baixa de oxigénio e a necessidade
de suporte respiratério, por mecanismos indiretos em funcdo do grau de
comprometimento histopatoldgicos causado pela infecdo pelo SARS-CoV-2 ou
por mecanismos em que o cortisol age diretamente sobre o tecido pulmonar

modificando a fisiologia das células.

As comorbidades, assim como a alteracao do cortisol, a idade e o sexo,
também é um fator que contribui de forma significativa para uma piora clinica dos
pacientes com Covid-19. Em nosso estudo, a presenca de comorbidades
correlaciona-se com a saturacao de oxigénio baixa e a necessidade de suporte
respiratério. Dos pacientes estudados, 56,5% apresentavam hipertenséo, 32,6%
diabetes e 10,8% obesidade. Estudos mostram que a hipertenséo é a cardiopatia
mais comumente encontrada em pacientes com covid-19 que realmente
aumenta o risco de internacdo e morte e em segundo lugar estdo os pacientes
com diabetes (Peng et al, 2021). Provavelmente uma das causas para a piora
clinica nestes individuos deva-se ao fato de que neles ocorre maior expressao
do receptor ACE2 (Ejaz et al, 2020; Gandhi et al, 2020), o que possibilita maior
entrada do virus nas células e consequentemente maior inflamacgéo em resposta.
Porém, a ACE2 ndo serve somente como receptor para 0 SARS-CoV-2, também
converte a angiotensina | em antiotensina Il que é um peptideo vasoativo que
aumenta a pressdo sanguinea e possui efeitos inflamatorios entre eles, o
aumento dos macréfagos na parede vascular e no tecido miocardico. Embora
nao se tenha observado a replicacao viral no tecido miocardico € possivel que a
presenca aumentada de ACE2 e consequentemente da angiotensina 2 promova
um aumento da inflamag&o sistémica em hipertensos o que € agravada pela
infeccdo (Peng et al, 2021). No caso dos diabéticos, além da expresséo
aumentada da ACE2, os pacientes possuem uma quantidade aumentada de
furina circulante, que por sua vez € capaz de clivar a proteina Spike e facilitar a
entrada do SARS-CoV-2 nas células. Nestes pacientes, a diabetes inclusive

compromete a resposta adaptativa Thl, necessaria ao combate de infec¢bes
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virais, levando a uma resposta hiperinflamatoria mais retardada (Gazzaz, 2021).
Adicionalmente, o aumento da glicose sanguinea diretamente aumenta a
replicacdo do SARS-COv-2 (Sen et al, 2021). A obesidade também é um fator
de risco importante para o agravamento da Covid-19 (Huang et al, 2020), pois
pode estar inclusive associada com a hipertensdo e a diabetes e a gordura
visceral € uma fonte importante de adipocinas que aumentam a producao de
citocinas inflamatorias. Por outro lado, os individuos obesos apresentam uma
dificuldade na resposta inata que impede a producdo de o INF do tipo 1
importante na defesa anti-viral (Yu et al, 2022).

A presenca de asma foi observada em 6,5% dos pacientes avaliados no
estudo. Junto com as outras comorbidades se relaciona ao maior risco de
agravamento da covid considerando os desfechos “baixa saturagéo de oxigénio”
e “necessidade de suporte de oxigénio”. Nosso resultado esta de acordo com
outros que mostraram que a asma esta presente em aproximadamente 1 a 6%
dos pacientes com coronavirus; porém, esse valor pode ser mais alto
dependendo da populacéo estudada, como € o caso dos Estados Unidos, Reino
Unido, Suica e Australia (Mendes et al, 2021). Existe uma discussédo grande
sobre a asma ser um fator de risco para o desenvolvimento de gravidade na
Covid-19. E fato que a expressio de ACE2 é maior nas células epiteliais nasais
e nas células epiteliais alveolares do tipo 2 comparados a outros tecidos; além
disso, os estimulos alergénicos e outras viroses como a Influenza aumentam a
expressao deste receptor nas vias aéreas o que facilitaria a entrada do SARS-
CoV-2 no tecido pulmonar (Mendes et al, 2021; Adir et al, 2021). Porém, em
pacientes asmaticos atépicos ou alérgicos, a expressao de ACE2 esta diminuida.
Diferente nos casos de pacientes com asma nao-atopica no qual ndo existe
modificacdo da expressao do receptor (Jackson et al, 2020). Possivelmente isso
ocorra em funcdo de uma resposta com perfil Th2 com producéo de IL-13 que é
capaz de diminuir a presenca de ACE2, o que seria um fator protetor contra a
infeccdo (Mendes et al, 2021). J& em outros fenotipos com baixa resposta
inflamatoria do tipo Th2, os individuos asmaticos sdo propensos a desenvolver
um pior prognostico de COVID-19 ja que podem produzir citocinas inflamatérias
como a IL-1pB, IL-6 e TNF necessarias a defesa antiviral, mas que na fase tardia

da COVID-19 estédo envolvidas nos casos graves (Carli et al, 2021). No nosso
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estudo, nao foi possivel identificar os fenétipos da asma nos pacientes; contudo,
dos 3 pacientes incluidos na pesquisa, 2 apresentaram saturacdo menor que
90%, precisaram de suporte ventilatério e também apresentavam cortisol
alterado. Isso mostra que independente do fenétipo de asma, € necessario a
manutencao desses individuos como grupo de risco para desenvolvimento das
formas graves da Covid-19, principalmente se ja apresentarem desde o inicio

dos sintomas o cortisol alterado.

Quanto a prolactina, ndo foram observadas as mesmas associagfes entre
alteracdo nos valores basais e o0 aumento ou a diminuicdo das chances de
internacao hospitalar. Também as analises ndo onseguiram associar a prolactina
com a necessidade de suporte respiratério, bem como variagfes entre 0s grupos
com saturacdo de oxigénio baixa. Esses achados estdo de acordo com Das e
colaboradores, que em 2021, conduziram um estudo observacional com 74
pacientes em Chandigarh, na india. Na avaliacdo foi possivel identificar
hiperprolactinemia, no entanto, sem diferencas significativas entre os grupos de
pacientes graves e leves com Covid-19.

N&do ha duvidas do importante papel da prolactina na modulacdo do
sistema imunoldgico, tanto na estimulagdo da imunidade inata, quanto
adaptativa. Para Sem, em 2020, a prolactina desempenhou efeito positivo no
combate & muitas doencas, inclusive levando a hipétese de que ela pode auxiliar
pacientes com Covid-19 a contornar a doenca ou ter um alivio nos sintomas,
desde que seus valores estejam dentro dos limites fisiolégicos normais. No
entanto, os achados do presente estudo, assim como os resultados de Das e
colaboradores, em 2021, foram extraidos de amostras pequenas. Essa
condicdo, faz necessaria a interpretacao e generalizacao desses resultados com
cautela, pois eles podem nao refletir a realidade da populacdo, necessitando
observagcbes em estudos com maior nUmero amostral.

Entender os mecanismos que se relacionam com a gravidade da Covid-
19, possibilita a médicos e outros profissionais de saude, uma tomada de decisao
mais assertiva. Embora tenha sido aqui observado que varios pacientes
utilizaram medicacdes que poderiam interferir nos niveis de cortisol antes da
internacao, a presencga por si s6 de um nivel alterado, adiciona um fator de risco

maior para a internagdo. Quando o sexo foi comparado, constatou-se que
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homens com cortisol alterado apresentaram maior risco de internagdo, assim
como a idade mais avancadas.

Pacientes com niveis de cortisol alterado também demostraram maiores
chances de apresentar saturacdo de oxigénio baixa (<93%), necessitando
inclusive, de suporte ventilatério. Esses niveis maiores, contudo, néo refletiram
em maior risco de morte, provavelmente, uma vez internados, o suporte
hospitalar e clinico-terapéutico conseguiu reverter o quadro grave da maioria dos

hospitalizados.

Foi possivel observar a consisténcia nos dados apds a exclusdo das
analises, de variaveis como a dispneia do desfecho saturacédo de O2 baixa <93%
e necessidade de suporte ventilatério, onde a saturacéo baixa e nessecidade de
suporte de ventilatori poderia causar diretamente a dispneia. A exclusao das
variaveis anosmia/ageusia das analises também mantiveram a consitencia nos
dados, sendo essas variais caracterizadas como expurias.

Uma das dificuldades deste estudo foi avaliar os niveis de cortisol e
prolactina ao longo do tempo de internacdo, com dosagens seriadas desses
horménios, avaliando assim as concentra¢cdes hormonais com a evolugao clinica
dos pacientes internados. Essa limitacdo ocorreu por que as dosagens de varios
pacientes ndo foram realizadas e o nUmero da amostra se tornou muito pequena
para avaliar se as alteragdes hormonais voltariam a concentra¢cdes normais ou
nao com a evolucdo da doenca. Também néo foi possivel prospectar se algum
medicamento ou o tipo de comorbidade influenciou os desfechos escolhidos.
Assim, a conducdo de um estudo de coorte com maior nimero de individuos
seria de extrema importancia para avaliar se a concentracao de cortisol flutua
em funcdo de doencas preexistentes e quais medicamentos alteram de forma
significativa a producéo de cortisol, que se associaria a um pior prognéstico em

pacientes com Covid-19.

Os resultados encontrados sugerem que a presenca de cortisol alterado
aumenta o risco dos individuos infectados com Covid-19 serem internados e
piorarem seu quadro pulmonar. Esse resultado chama atencdo para que seja
monitorada o nivel deste hormdnio nos pacientes, de tal forma que seus niveis
sejam devidamente corrigidos para uma resposta imune e bioquimica mais

equilibrada.
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7. CONCLUSOES

Os niveis de cortisol basal anormais foram associados, apos ajuste para
sexo, idade, DSSO e prolactina basal, com um claro aumento nas chances de
internacdo hospitalar nesta coorte brasileira de 104 pacientes adultos
sintomaticos com infec¢do por SARS CoV-2 confirmado por RT-PCR. Pacientes
com cortisol basal alterado tiveram cerca de 16 vezes mais probabilidade de
serem internados no hospital, quando comparado com pacientes com niveis de
cortisol basal normal, no entanto, com um substancial indice de incerteza
variando de 3,35 a 74,32.

No geral, homens foram mais propensos a internagdo do que as mulheres,
assim como pacientes mais velhos, com um aumento nas chances de 4,55 e
1,25 vezes, respectivamente. As chances de admissdes no hospital também se
mostraram aumentadas em 1,28 vezes para cada dia adicional desde o inicio

dos sintomas, com intervalo analisado de 1 a 12 dias.

O efeito da prolactina basal ajustada para idade, sexo, DSSO e cortisol
basal, nas chances de internacdo hospitalar foi efetivamente indistinguivel de

Zero.

Os niveis anormais de cortisol também foram associados, ap0s ajuste
para sexo, idade, DSSO, prolactina basal, comorbidades, sinais/sintomas,
dispneia, anosmia/ageusia, fadiga com o aumento de 6,57 vezes as chances dos
pacientes de apresentar saturacdo de O: baixa (>93%), bem como as
comorbidades apresentadas pelo grupo de estudo e o sexo tiveram as chances
de apresentarem saturacdo de O:2 baixa (>93%) aumentadas em 6,61 e 2,75

vezes, respectivamente.

A prolactina basal baixa (<8.0 ng/dL) ou alta (>8.0 ng/dL) apés efeito
ajustado nas chances de apresentar saturacdo de O:2 baixa (<93%) foi
indistinguivel de zero, com uma OR ajustado em 1,29 e uma incerteza variando
de (0,58 a 2,86).

O cortisol basal anormal, nesta coorte de 104 pacientes, foi associado a

um aumento nas chances de 0s pacientes necessitarem de suporte ventilatorio
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em 12 vezes. Apesar da grande incerteza que varia entre 5 e 32, pode-se afirmar
gue existe uma forte associacdo positiva entre niveis de cortisol basal anormal e
necessidade de suporte respiratério. Pacientes que apresentaram algum tipo de
comorbidade, também tiveram as chances aumentadas de necessitar de suporte
ventilatério, bem como pacientes mais velhos. A prolactina basal (8.0 ng/dL) ou
alta (>8.0 ng/dL), apds ajustes para as variaveis analisadas, ndo mostrou

associacao para o desfecho necessidade de suporte ventilatorio.

Apesar do pequeno numero amostral avaliado, esse estudo sugere que 0
monitoramento do cortisol basal alterado pode ajudar a prever i) a internacéo
hospitalar ii) saturacdo de Oz baixa (<93%) iii) necessidade de suporte
ventilatério. Contudo, mais pesquisas sdo necessarias com uma amostragem

maior para confirmar nossa hipoétese.
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9. APENDICES.

9.1 Apéndice 1. Modelos de codificacdo das variaveis cortisol e prolactina

Selecionar a forma de codificacdo das varidveis
a) Dependentes: 1/0
b) Cortisol (ug/dL)
i. Varidvel continua (incrementos de 5 unidades e ‘centrada’ em 0.5 [minimo])
* Linear (cort_5)
* Quadratica (cort_5+I(cort_572))
ii. ‘Normal’ (5.3—22.5) vs. ‘Anormal’ (<5.3 ou >22.5) (cort_anorm)
iii. ‘Baixo’ (<5.3) vs. ‘Normal’ (5.3—22.5) vs. ‘Alto’ (>22.5) (cort_high_norm_low)
iv. Em quartis (0.5/6.4/11.3/18.2/158.1) (cort_quart)
v. ‘Normal b’ (5.3—18) vs. ‘Anormal b’ (<5.3 ou >18) (cort_anorm_18)
c) Prolactina (ng/dL)
i. Varidvel continua (incrementos de 5 unidades e ‘centrada’ em 0.3 [minimo])
* Linear (prl_5)
* Quadratica (prl_5+I(prl_522))
ii. ‘Normal’ (M: 2.0-18.0; F: 2.0—29.0) vs. ‘Anormal’ (outros) (prl_anorm)
iii. ‘Baixo’ vs. ‘Normal’ vs. ‘Alto’ (mesmos limites) (prl_high_norm_low)
iv. Em quartis (0.3/5.8/8.1/11.9/162.2) (prl_quart)
v. ‘Oito ou mais’ (>8) vs. ‘Resto’ (prl_anorm_18)
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9.2 Apéndice 2. O numero de modelos possiveis para cinco variaveis

independentes. (+) a variavel esta presente no modelo e () a variavel ndo esta

presente no modelo, importancia relativa de cada variavel, valor do critério de

informacgéo de Akaike (AICc), delta de Akaike e 0 peso de Akaike.

Cortisol | Sexo | Idade | DSSO | Prolactina .

Modelo | Intercept 0.994 ‘0‘919 ‘ 0767 0740 0.502 DF | Loglik AlCc Delta | Peso de AlCc

1(Top) + + + + + + 6 | -41.296 | 95.457 0 0.31304
2 + + + + + - 5 | -42.708 | 96.028 | 0.571 0.23527
3 + + + + - - 4 | -44.794 | 97.992 | 2.535 0.08813
4 + + + - + - 4 | -44.892 | 98.189 | 2.732 0.07987
5 + + + + - + 5 | -43.947 | 98.507 | 3.050 0.06812
6 + + + - + + 5 | -44.022 | 98.657 | 3.200 0.06321
7 + + + - - - 3 | -46.633 | 99.505 | 4.048 0.04136
8 + + + - - + 4 | -46.099 | 100.602 | 5.145 0.02390
9 + + - + + - 4 | -46.344 | 101.092 | 5.635 0.01871
10 + + + - - 3 | -47.587 | 101.414 | 5.957 0.01592
11 + + - + + + 5 | -45.584 | 101.780 | 6.322 0.01326
12 + + - + - + 4 | -47.088 | 102.581 | 7.124 0.00889
13 + + - - - - 2 | -49.293 | 102.704 | 7.247 0.00836
14 + + - - + 3 | -48.295 | 102.829 | 7.372 0.00785
15 + + - - + + 4 | -47.848 | 104.101 | 8.644 0.00416
16 + + - - - + 3 | -48.984 | 104.209 | 8.752 0.00394
17 + - + + + + 5 | -47.157 | 104.926 | 9.469 0.00275
18 + - + + + - 4 | -48.712 | 105.828 | 10.370 0.00175
19 + - + + - - 3 |-51.037 | 108.313 | 12.856 0.00051
20 + - + + - + 4 | -50.025 | 108.455 | 12.998 0.00047
21 + - + - + + 4 | -51.052 | 110.509 | 15.051 0.00017
22 + - + - + - 3 |-52.153 | 110.546 | 15.089 0.00017
23 + - + - - - 2 | -54.269 | 112.656 | 17.199 0.00006
24 + - + - - + 3 | -53.487 | 113.215 | 17.758 0.00004
25 + - - + + - 3 |-53.690 | 113.621 | 18.163 0.00004
26 + - + - - 2 | -55.085 | 114.289 | 18.832 0.00003
27 + - - + + + 4 | -53.064 | 114.533 | 19.076 0.00002
28 + - - + - + 3 | -54.667 | 115.575 | 20.118 0.00001
29 + - - - + - 2 | -57.307 | 118.734 | 23.276 0.00000

30 (nulo) + - - - 1 |-58.483 | 119.005 | 23.548 0.00000
31 + - - - + 3 |-56.974 | 120.188 | 24.731 0.00000
32 + - - - - 2 | -58.238 | 120.595 | 25.137 0.00000
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RESUMO

Introducdo: Os coronavirus humanos (HCoVs) foram identificados na década
de 60 e séo responsaveis pela Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS),
resultando em milhdes de mortes em todo o mundo. O SARS-CoV-2 resultou em
mais de 530 milhGes de casos confirmados e mais de 6 milhGes de mortes em
todo o mundo. O sistema imunoldgico € crucial para controlar as infec¢des por
coronavirus. Além disso, o sistema enddcrino desempenha um papel importante,
pois a infeccdo por SARS-CoV-2 pode afetar varias glandulas enddcrinas. O
cortisol e a prolactina sao glicocorticoides que podem modular a resposta imune,
portanto, uma resposta hormonal alterada pode influenciar as respostas
fisiologicas e imunes, desempenhando um papel crucial nas infeccbes por
SARS-CoV-2. Objetivo: Avaliar a relacéo entre as concentracdes de cortisol e
prolactina nas fases iniciais da infec¢do e a gravidade da evolucao clinica em
individuos com diagnostico de Covid-19. Método: Foi realizado um estudo de
coorte prospectivo com pacientes voluntarios, recrutados em unidades de saude
do Distrito Federal e com COVID-19 confirmada por RT-PCR. Foram feitas
andlises exploratdrias e multivariadas das variaveis extraidas dos prontuérios
dos pacientes, com ajustes e desenvolvimento de modelos utilizando o método
de Akaike. As variaveis dependentes foram o risco de hospitalizacdo, saturacéo
de O2 baixa (<93%) e a necessidade de suporte de O2. Resultados: o cortisol
basal anormal foi relacionado com um aumento nas chances de internacao
hospitalar, com a saturacdo O2 (<93%) e com a necessidade de suporte
ventilatorio em 15,7%, 6,7% e 10,9%, respectivamente. O sexo, a idade e a
presenca de comorbidades também foram fatores que contribuiram para um
aumento nas chances de um pior prognostico. A prolactina basal ndo apresentou
um impacto importante no desfecho. Conclus&o: Os dados mostram que
alteracdes no nivel de cortisol se relacionam com um pior prognostico dos

pacientes homens com comorbidades e conforme o avanco da idade.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, Covid-19, cortisol, prolactina, sistema imune,
evolucéo clinica.
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INTRODUGCAO

Os coronavirus humanos (HCoVs) foram primeiramente identificados na
década de 60 como HCoV-229E e HCoV-OC43'2, Trés grandes surtos causados
pelos (HCoVs) ocorreram nas Ultimas trés décadas, entre eles o de um
coronavirus de origem zoongtica foi relacionado a causa de pneumonia grave
em Wuhan na China, sendo nhomeado posteriormente como SARS-CoV-2. Este
foi responsavel por mais de 530 milhdes de casos confirmados e mais de 6
milndes de mortes no mundo34 O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita
simples ndo segmentado e envelopado. Pertence a subfamilia Coronavirinae,
familia Coronaviridae e ordem Nidovirales °.

O que os estudos indicam, até o momento, € que a transmissao do virus
surgiu por via zoonética ® no entanto, sua rapida disseminagdo entre humanos,
reforca que sua principal via de transmissdo é a de pessoa para pessoa. O
SARS-CoV-2 pode ser transmitido pelo ar a partir de particulas virais eliminadas
por saliva ou muco nasal de uma pessoa infectada ao tossir ou espirrar 7. Além
disso, a infeccdo da mucosa dos olhos, nariz e boca é uma possivel via de
transmisséo a partir do contato com superficies contaminadas 8 vistos que as
particulas virais podem permanecer viaveis por muitos dias em superficies lisas
e temperaturas mais baixas 210,

Inicialmente, quando a Covid-19 se estabeleceu por todo o0 mundo, houve
grandes esfor¢os para a identificacéo da via de infeccéo do virus, pois isto traria
uma grande implicacdo para o entendimento da patogénese e desenvolvimento
de estratégias terapéuticas ° e foi identificado que a ACE2 (enzima de conversao
da angiotensina) componente fundamental no sistema renina-angiotensina
possui funcgdo fisiolégica de converter a angiotensina | em angiotensina (1-9) e a
angiotensina Il em angiotensina (1-7). A angiotensina (1-9) se liga ao receptor,
“MAS” levando a vasodilatacao e efeitos anti-inflamatorios. Em contraste, a ACE
converte a angiotensina | em angiotensina ll. Por sua vez, a angiotensina Il causa
vasoconstricao e efeitos pro-inflamatérios por meio do receptor de angiotensina
Il tipo1?l,

Em cerca de 81% dos casos de Covid-19, a infeccdo aguda acontece de
maneira assintomatica ou com sintomatologia leve a moderada. Entretanto, o
alto percentual de pessoas assintomaticas pode ser desafiante no controle da
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doenca, pois foi demonstrado em pessoas que evoluiram para a cura clinica,
resultados continuadamente positivos de RT-PCR (reacdo em cadeia da
polimerase em transcri¢do reversa) (Lan et al, 2020). Geralmente pacientes com
algum tipo de comorbidades estdo mais propensos desenvolver fomas mais
graves da Covid-19 2,

O sistema imune € vital para o controle e resolucédo das infeccbes por
CoV, ao mesmo tempo que contribui na patogénese ° considerando que o virus
causa grande perda celular pela sua alta capacidade de replicacéo e pelo seu
efeito citopatico no local acometido!®.0 sistema endoécrino também pode
desempenhar um papel importante na infeccdo por SARS-CoV-2. Os disturbios
enddocrinos e metabdlicos pré-existentes podem ser fatores de risco para pior
progressao clinica de Covid-19 ** e adicionalmente, o préprio virus apresenta
afinidade de ligacé@o aos tecidos endocrinos, provocando lesao tissular direta ou
desencadeando reacdes autoimunes secundarias®®. No entanto, a repercussao
das disfuncbes endocrinas em pacientes acometidos por Covid-19 € pouco
explorada 16.

A infeccdo por SARS-CoV-2 pode alterar a funcionalidade de diversas
glandulas do sistema endocrino e processos metabodlicos. A interacdo
neuroenddcrina e imunoldgica interfere na resposta metabdlica ao estresse e
processos inflamatérios, o que pode aumentar o risco de desenvolver
formas graves da doenca A infeccdo por SARS-CoV-2 pode alterar a
funcionalidade de diversas glandulas do sistema enddécrino e processos
metabdlicos. A interacdo neuroenddcrina e imunoldgica interfere na resposta
metabdlica ao estresse e processos inflamatérios, o que pode aumentar o

risco de desenvolver formas graves da doenca®®.

MATERIAIS E METODOS

Desenho e populacdo do estudo: O estudo foi realizado no Distrito Federal
(DF), situado na regido Centro-Oeste, € uma das 27 unidades federativas do
Brasil. E um territério autdbnomo, dividido em 33 Regifes Administrativas (RA),
totalizando uma é&rea territorial de 5.779,997 km2 com uma populagdo de
3.094.325 habitantes (IBGE, 2021). A amostra foi composta por pacientes

voluntarios de ambos os sexos, maiores de 18 anos, recrutados em unidades de
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saude secundaria e terciaria no DF. Para as analises bioquimicas do cortisol e
prolactina foram realizadas coletas por pun¢édo venosa de sangue periférico em
tubos a vacuo sem anticoagulante com gel separador de 10 mL para obtencéo
de soro. As amostras foram coletadas em até 24 horas ap6s a confirmacédo do
resultado de RT-PCR para SARS-CoV-2. Foi considerado como cortisol basal e
prolactina basal a primeira amostra colhida apés a confirmacéo por RT-PCR e a

incluséo do paciente no estudo.

ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram digitados e processados nos programas Excel e SPSS
(versdo 22, SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Foi realizada analise descritiva dos
resultados e calculadas frequéncias absolutas e relativas para as variaveis

categoéricas.

APROVACAO ETICA

O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (CEP-FM/UnB) sob o numero CAAE 30846920.7.0000.0008.

RESULTADOS

A amostra do estudo foi constituida por 204 pacientes que tiveram diagndstico
confirmado de infecgcdo por SARS-CoV-2 por RT-PCR e que procuraram 0S
servicos de saude nos hospitais credenciados para a pesquisa. Dos pacientes,
99/204 (48,5%) nédo realizaram dosagem de cortisol ou prolactina e uma paciente
estava gravida, portanto, foram excluidos do estudo. Dos participantes do
estudo, 55/104 (58,8%) sao mulheres com média de idade de 46,8 anos e o0s
participantes do sexo masculino apresentaram média de idade de 48,9 anos.
Sete pacientes (6,7%) evoluiram para 6bito. Na avaliacdo da frequéncia dos
sintomas clinicos, 66/104 (63,5%) apresentaram febre e fadiga. A dispneia,

cefaleia e a saturagcao (<93%) estiveram presentes em 64,5%, 48,1% e 51,9%
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dos pacientes respectivamente e ageusia/anosmia foi identificada em 46/104

(44,3%) da amostra (Tabela I).

Tabela 1. Descricdo e caracteristicas clinicas dos pacientes da amostra. Distrito Federal, 2021.

Parametros Mulheres Homens Total
N = 55 (52,8%) N =49 (47,2%) N =104
Média de Idade (anos) 47,1 (27-76) 48,9 (23-81) 47,9 (23-81)
Duracgéao dos Sintomas (dias) 5,2 (1-12) 4,5 (1-11) 4.8 (1-12)

Sintomas iniciais

Dispneia
Cefaleia

Febre

Saturacdo <93%
Ageusia/Anosmia
Fadiga

Evoluiram para Obito

27 (49,1%)
28 (50,9%)
35 (63,6%)
23 (41,8%)
27(58,7%)
36 (54,5%)
2 (28,6%)

40 (81,6 %)
22 (44,9%)
31 (63,2%)
31 (63,2%)
19 (41,3%)
30 (45,5%)
5 (71,4%)

67 (64,4%)
50 (48,1%)
66 (63,5%)
54 (51,9%)
46 (44,3%)
66 (63,5%)
7 (6,7%)

Do total de pacientes,

78/104 (75%) foram classificados como

graves/criticos e foram internados. Em contrapartida, 26/104 (25%) foram

classificados como leves/moderados, de acordo com o que foi descrito no

Protocolo TARGET (Kurizky et al, 2021). Assim, a maior frequéncia de internacao

foi observada em homens (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas dos grupos de internados e néo internados. Distrito Federal, 2021.

Parametros

Nao internados
N = 26 (25,0%)

Internados

N = 78 (75,0%)

Total
104

Mulheres
Homens
Média de Idade (anos)

Duracao dos Sintomas (dias)

20 (76,9%)
6 (23,1%)
42,6 (27-75)
4,2 (1-8)

35 (44,9%)
43 (55,1%)
49,7 (23-81)

5,1 (1-12)

55 (52,8%)
49 (47,2%)
47,9 (23-1)

4,8 (1-12)

Os niveis anormais de cortisol basal tiveram um efeito positivo ajustado

para idade, sexo, DSSO e prolactina basal nas chances de internagéo hospitalar.

Isso sugere que: em relagcdo ao cortisol basal anormal baixo (abaixo de 5,3

pg/dL) e cortisol basal alto (acima de 22,5 ug/dL), os pacientes tiveram cerca de
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16 vezes mais chances de serem internados, com OR ajustada em 15,77 e IC=
3,35 a 74,32. O efeito da prolactina basal ajustado para idade, sexo, DSSO e
cortisol basal nas chances de internacdo hospitalar foi efetivamente
indistinguivel de zero: beta = 0,116, SE = 0,103 (SE incondicional = 0,104), (IC=
0,033 a 0,265), o OR ajustado foi de 1,12 (IC= 0,97 a 1,30), conforme figura 1.

100,00
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10,00

455

1,00

=
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Cortisol Sexo idade Dss0 Prolactina

Figura 1. Apresentacao dos intervalos de confianca (85%) com a odds ratio ajustada para
cada uma das cinco varidveis analisadas. As variaveis cortisol, sexo, idade e DSSO
apresentaram efeitos positivos para o desfecho hospitalizagédo, enquanto a prolactina basal ndo

mostrou associagao.

Os niveis de cortisol basal anormais tiveram efeitos positivos (ap0s ajuste
para todas as variaveis na analise) nas chances de saturacdo baixa (<93%) (beta
=1,374, SE=0,593 (SE incondicional=0,601), (IC 0,512 a 2,235)). Isso sugere que
em relacdo aos pacientes com niveis anormais de cortisol, os pacientes com
cortisol basal baixo (abaixo de 5,3 pg/dL) ou alto (acima de 22,5 pg/dL) eram
cerca de 4 vezes mais propensos a ter saturacao baixa (<93%), com OD ajustada
em4,0elC=1,67 a9,35.

O efeito ajustado para prolactina basal (>8ng/dL) nas chances de
saturacdo baixa (<93%) foi efetivamente indistinguivel de zero (beta=0,251,
SE=0,551 (SE incondicional=0,557), (IC= 0,548 a 1,050), com OD ajustada em
1,30 e IC= 0,58 a 2,86. Assim, como a prolactina, as variaveis DSSO, sexo,
idade, sinais/sintomas, fadiga/astenia e anosmia/ageusia nédo apresentaram

associagdo com a variavel saturagédo baixa (<93%).
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Os pacientes com uma ou mais comorbidades também foram mais
propensos a apresentar saturacao baixa (<93%) (Figura 2), com OD ajustada em
6,1 e (IC=2,55a 14,75).
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Figura 2. Apresentacdo os intervalos de confianca (85%) com a odds ratio ajustada para
cada uma das varidveis analisadas de saturacao baixa (<93%). As varidveis dispneia,
comorbidades e cortisol, apresentaram associacdo positiva para saturagdo baixa (<93%),
enquanto a prolactina basal, DSSO, sexo, idade, sinais/sintomas, fadiga/astenia e
anosmia/ageusia ndo mostraram associacoes.

Os niveis de cortisol basal anormal, comorbidades, DSSO e idade tiveram
uma associacao positiva nas chances de necessidade de suporte de oxigénio,
apoOs ajustes para todas as outras variaveis. Enquanto sinais/sintomas, sexo,
fadiga e prolactina ndo apresentaram associacdo para a necessidade de suporte
de oxigénio. Assim como no desfecho de saturacdo baixa (<93%),

anosmia/ageusia apresentaram uma associagao negativa (Figura 3).
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Figura3. Apresentacéo dos intervalos de confianca (85%) com a Odds Ratio ajustada para
cadaumadas variaveis analisadas. As variaveis cortisol, comorbidades e DSSO apresentaram
associacdo positiva para necessidade de suporte de oxigénio, enquanto a prolactina basal,
idade, sexo, sinais/sintomas, fadiga e ndo mostraram associacdes e anosmia/ageusia mostrou
uma associagao negativa.
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Diante do exposto, foi realizada uma nova analise, excluindo
anosmia/ageusia, para avaliar se a associacdo negativa influenciava nos
desfechos das variaveis focais cortisol e prolactina, na necessidade de suporte
de oxigénio. Para isso, novos modelos foram formulados, ajustados ao modelo
completo e calculados o ICCc, delta de AICc e peso de Akaike. Por fim,

analisados o suporte de dados que cada modelo forneceu (Figura 4).

100

100

10

Figura 18. Apresentacdo dos intervalos de confianca (85%) com a odds ratio ajustada para
cada uma das variaveis analisadas, comparando modelos com e sem anosmia/ageusia.
(A) Modelo analisado com a variavel anosmia/ageusia (B) Modelo analisado sem a variavel

anosmia/ageusia

DISCUSSAO

Nessa perspectiva, pela primeira vez, em uma populacdo heterogénea
atendida pelo SUS, foi possivel associar alteracées nos niveis de cortisol basal
com a necessidade de internacdo, suporte de ventilatério e baixa saturacédo de
O2. Isso foi observado, principalmente, em pessoas mais velhas, do sexo
masculino e com comorbidades. Em contrapartida, as analises ndo sustentaram

0 mesmo desfecho para prolactina.

Nossos resultados mostraram que pacientes que apresentaram cortisol

inicial alterado, considerando os valores de referéncia estabelecidos, em até 24
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horas apés o diagndstico para Covid-19, tiveram as chances aumentadas em ser
admitidos em internacéo hospitalar, quando comparado com 0s pacientes que
apresentaram cortisol dentro dos valores de referéncia. Resultados semelhantes
foram encontrados por Tan e colaboradores, (2020), onde foi demostrado que
altas concentragbes de cortisol basal estdo associadas a um aumento na

mortalidade e no mau prognostico de pacientes diagnosticados com Covid-19.

Esses valores alterados em nosso estudo representam tanto valor abaixo
como acima da referéncia normal. Sabe-se que os glicocorticoides possuem
efeitos bifasicos dependentes das concentracdes e do tempo de acdo. Assim
podem desempenhar papéis estimulantes e reguladores nos processos
inflamatérios'’”. O cortisol estimula o metabolismo celular, disponibilizando
substratos energéticos, estimulando a sintese de proteinas e glicogénio,
ativando a lipdlise, a gliconeogénese e exercendo fungGes sobre SNC8, A
elevacdo do cortisol € considerada como um fator protetor para o organismo no
que se refere a hiper inflamacao, protegendo contra a destruicdo tecidual,

inibindo a transcricdo de citocinas pré-inflamatérias .

Apbs analise das cinco variaveis independentes (cortisol, prolactina, sexo,
idade e DSSO) para o desfecho hospitalizacdo, foi observado que homens com
cortisol alterado apresentaram maiores chances de internagéo que as mulheres.
E possivel que essas diferencas estejam em parte associadas aos héabitos e
estilo de vida; por exemplo: falta de atividade fisica, tabagismo, alcoolismo, ma
alimentacdo, que sédo fatores mais presentes no sexo masculino que no feminino.
Outros estudos mostraram que as diferencas hormonais e imunoldgicas entre 0s
sexos tém um papel fundamental na fisiopatologia e na gravidade da Covid -19
20 21.Uma das explicacbes para isso esta no fato de que os hormonios sexuais
exercem interferéncia sobre a producéo de glicocorticoides, como € o caso do
cortisol, e vice-versa ?2. Um estudo realizado por janele e colaboradores, em
2006, mostrou que os estrogénios aumentam e os androégenos diminuem as
respostas glicocorticoides a uma variedade de estimulos inflamatérios e nao
inflamatorios. Entre estes mecanismos, 0os horménios sexuais modulam o
feedback negativo exercido pelo cortisol no hipotalamo por meio da sintese de
citocinas. Outro mecanismo pelo qual o cortisol também pode interferir em

hormdnios sexuais ocorre pela sua interacdo com a enzima aromatase que €
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responsavel pela conversao de testosterona em estrogénio. Isso possibilita que
pacientes com cortisol elevado tenham niveis de testosterona baixos e de
estrogénio elevados, o que favorece a secrecdo de TNF e citocinas proé-
inflamatérias?. Corroborando esses achados, Mohamad e colaboradores, em
2019, mostraram que baixos niveis de testosterona estdo associados ao

aumento do risco de inflamacé&o sistémica.

Uma das dificuldades deste estudo foi avaliar os niveis de cortisol e
prolactina ao longo do tempo de internagdo, com dosagens seriadas desses
horménios, avaliando assim as concentragcdes hormonais com a evolucéo clinica
dos pacientes internados. Essa limitacdo ocorreu porque as dosagens de varios
pacientes ndo foram realizadas e o nUmero da amostra se tornou muito pequena
para avaliar se as alteragfes hormonais voltariam a concentragdes normais ou
nao com a evolucdo da doenca. Também néo foi possivel prospectar se algum
medicamento ou o tipo de comorbidade influenciou os desfechos escolhidos.
Assim, a conducdo de um estudo de coorte com maior numero de individuos
seria de extrema importancia para avaliar se a concentracao de cortisol flutua
em funcdo de doencas preexistentes e quais medicamentos alteram de forma
significativa a producéo de cortisol, que se associaria a um pior prognéstico em

pacientes com Covid-19.

Os resultados encontrados sugerem que a presenca de cortisol alterado
aumenta o risco dos individuos infectados com Covid-19 serem internados e
piorarem seu quadro pulmonar. Esse resultado chama atencdo para que seja
monitorada o nivel deste horménio nos pacientes, de tal forma que seus niveis
sejam devidamente corrigidos para uma resposta imune e bioquimica mais

equilibrada.
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