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"O que sabemos ¢ uma gota d'dgua; o que ignoramos ¢ o oceano."
(Isaac Newton)



RESUMO
Sugere-se que a apolipoproteina E (ApoE), especialmente a isoforma ApoE4, influencia a
gravidade das infeccdes virais respiratdrias; no entanto, essa associa¢ao ainda ndo esta clara.
Hipotese: A presenga do alelo €4 impacta o desenvolvimento de sindromes semelhantes a gripe.
Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar o impacto do alelo €4 de Apo E na gravidade
e duracdo de sindromes semelhantes a gripe, incluindo COVID-19.
Metodologia: Este estudo de coorte compreendeu 280 individuos apresentando sintomas
semelhantes aos da gripe, todos genotipados para isoformas de ApoE. Dados foram coletados
sobre curso clinico, comorbidades, estado nutricional, marcadores bioquimicos e inflamatorios,
resultados de RT-PCR do SARS-CoV-2 e gravidade da doenga de acordo com os pardmetros de
gravidade da OMS. Os individuos foram analisados como um todo e dentro de subgrupos com
base no teste positivo (grupo COVID-19) ou negativo (grupo sindrome semelhante a gripe) para
SARS-CoV-2.
Resultados: A frequéncia do alelo €4 foi similar, considerando toda a populacao e os subgrupos
COVID-19 e sindrome semelhante a gripe (17 e 18%, respectivamente). Nao foram observadas
diferencas em todos os parametros analisados (sexo, faixa etdria, cor da pele autorrelatada,
IMC, nimero de comorbidades, perfil bioquimico e perfil de citocinas, estado de vacinagdo e
colesterol LDL, HDL, exceto colesterol total) no grupo semelhante a gripe ao comparar
portadores e ndo portadores do alelo €4. No grupo COVID-19, o alelo €4 ndo se correlacionou
com a gravidade da doenca (os resultados foram hospitalizagdo sem ventilagdo invasiva ou
ventilagdo mecanica ou ventilacdo mais suporte de 6rgdos ou morte), duracdo, comorbidades
ou biomarcadores inflamatdrios. Embora a distribuicao de género tenha sido igual na populacao
geral de COVID-19, o sexo masculino se correlacionou fortemente com a gravidade da COVID-
19. A analise multivariada mostrou que individuos mais velhos, do sexo masculino, com IMC
mais alto e a presenca de comorbidades estavam associados a maiores chances de desenvolver
doenga moderada e grave. A IL-4 foi o inico fator que reduziu o risco de COVID-19 grave.
Conclusao: A presenca de um alelo €é4 de Apo E ndo mostrou associagdo com a duragdo e
gravidade de sindromes semelhantes a gripe, incluindo COVID-19. No entanto, individuos
positivos para SARS-CoV-2 tendem a ser homens mais velhos, com IMC mais alto, com
sobrepeso e obesidade. Em relagao a gravidade da COVID-19, o IMC, o sexo masculino € o
numero de comorbidades associadas foram os fatores que aumentaram as chances de
desenvolver uma forma mais grave de COVID-19 e a I1-4 foi o tnico fator que reduziu as

chances.



Palavras-chave: Apolipoproteina E, COVID-19, infec¢do viral, inflamagdo, citocinas,

obesidade

ABSTRACT
Apolipoprotein E (ApoE), especially the ApoE4 isoform, is suggested to influence the severity
of respiratory viral infections; however, this association is still unclear.
Hypothesis: The presence of allele €4 impacts the development of Flu-like syndromes.
Aim: This study aimed to evaluate the impact of the € 4 allele on the severity and duration of
Flu-like syndromes, including COVID-19.
Methodology: This study comprised 280 individuals presenting flu-like symptoms, all
genotyped for ApoE isoforms. Data were collected on clinical course, comorbidities, nutritional
status, biochemical and inflammatory markers, SARS-CoV-2 RT-PCR results, and disease
severity (mild, moderate/severe) according to the World Health Organization (WHO) criteria.
The individuals were analyzed as a whole and within subgroups based on the SARS-CoV-2
positive (COVID-19 group) or negative (flu-like syndrome group) test.
Results: The frequency of the €4 allele was similar across the whole population and in both the
COVID-19 and Flu-like syndrome subgroups (17 and 18%, respectively). No differences were
seen in sex, age range, self-reported skin color, BMI, number of comorbidities, vaccination
status, biochemical, cytokine, and lipid profiles (except for total cholesterol) in the flu-like
group when €4 allele carriers and non-carriers were compared. In the COVID-19 group, the €4
allele did not correlate with disease severity or duration, number of comorbidities, or
inflammatory biomarkers.
While gender distribution was equal in the overall COVID-19 population, male gender strongly
correlated with COVID-19 severity. Multivariate analysis showed that older individuals, male

gender, higher BMI, and the presence of comorbidities were linked to increased chances of



developing moderate and severe disease. I[L-4 was the only factor found to reduce the risk of
severe COVID-19.

Conclusion: The presence of one €4 allele showed no association with the duration and severity
of Flu-like syndromes, including COVID-19. Nonetheless, SARS-CoV-2-positive individuals
tend to be older men with a higher BMI and a tendency to be overweight and obese. Regarding
COVID-19 severity, BMI, male sex, and the number of associated comorbidities were the
factors that increased the chance of developing a more severe form of COVID-19, while 11-4
decreased the chance.

Keywords: Apolipoprotein E, COVID-19, viral infection, inflammation, cytokines, obesity
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1.INTRODUCAO
1.1 Apo E

A Apo E ¢ uma proteina produzida em varias células humanas como hepatdcito,
adipdcito, astrocitos e macréfagos da parede arterial, células gliais, neurdnios, e alguns tipos de
células epiteliais e estd associada ao metabolismo e transporte das lipoproteinas, funcdes
vasculares, cerebrais e do sistema imunologico(1). Ela participa do transporte e efluxo de
lipideos hepaticos e nao hepaticos, e eliminacao de remanescentes de lipoproteinas no plasma
formando complexos lipoproteicos apos a ligacdo aos receptores de lipoproteina de baixa
densidade (LDLRs), ou proteina 1 relacionada ao receptor de LDL (LRP1)(2). Ao se ligar a
esses receptores, a Apo E fornece lipideos as células extra-hepaticas. Secundariamente, a Apo
E se associa com particulas de lipoproteina de alta densidade (HDL) participando do transporte
reverso de colesterol (RCT), um processo que transfere o excesso colesterol dos tecidos nao
hepéticos de volta ao figado para sua reutiliza¢do. O efluxo de colesterol associado a Apo E
pode retirar lipidios presentes em células espumosas das placas ateroscleroticas, reduzindo as
lesdes na parede arterial(3). A Apo E atua também no sistema imunologico(4) se ligando de
forma inespecifica a componentes lipofilicos inflamatdrios com alta afinidade como a proteina
beta-amiloide, lipopolissacarideos, acidos lipoteicoicos e beta-glucanos que podem levar a
eliminagdo de agentes patogénicos, contribuindo para a resposta imune inata(5).

Figura 1. Representacio do gene de APO E3 e polimorfismos para as isoformas E4 e E2.
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Existem 3 principais isoformas de Apo E em humanos (Apo E 2, Apo E 3 ¢ Apo E 4),
codificadas por 3 genotipos homozig6ticos e 3 gendtipos heterozigoticos. A frequéncia entre os
alelos varia de acordo com a populagdo da seguinte forma : €2: 5-10%, €3: 65-70%, €4: 15-
20%(6). As 3 isoformas sdo diferentes gragas a troca de bases nitrogenadas no gene ApoE como
segue: Apo E2 (Cys112, Cys158 — rs7412, havendo a troca de uma base nitrogenada citosina
por uma timina na posi¢ao 526 do gene), Apo E3 (Cys112 e Argl58) e Apo E4 (Argll12 —
rs429358, Argl58, havendo a troca de uma base nitrogenada de timina para uma citosina na
posicdo 388 do gene) (figura 1) . A Apo E4 pode ser considerada, seguindo a teoria Darwinista,
um ancestral das isoformas 2 e 3, que persistiu por ser vantajoso ao hospedeiro contra patdgenos
lipofilicos(7). As outras 2 isoformas vieram apos a evolugdo de 250 mil anos(8). A Apo E se
caracteriza pela estrutura tridimensional determinada pelos dominios C-terminal (CT) e N-
terminal (NT) com a presenca de hélices anfipaticas codificadas por multiplos nucleotideos com
repeticoes em tandem. Praticamente nao ha Apo E livre no corpo, estdo sempre ligadas a
lipideos. As raras formas livres sdo rapidamente oligomerizadas(5). Os dominios sdo ligados
através de pontes salinas e pontes de hidrogénio entre a segunda e terceira hélices do CT e a
terceira e quarta hélices do NT. Essa intera¢ao entre os dominios protege os residuos carregados
da regido de ligacdo no NT, expondo uma superficie externa hidrofoébica que interage com
lipideos como proteoglicanos e beta-amiloide. Apds essa interagao ela sofre uma mudanga
conformacional de modo que a estrutura do feixe da hélice se abre e o CT se afasta do NT
expondo a parte hidrofilica interna. Assim forma-se a sua natureza anfipatica, tornando-se um
potente ligante da familia dos receptores de LDL. A diferenca entre as isoformas com a troca
de aminoacidos na estrutura da Apo E leva a um impacto em sua conformacdo como por
exemplo a presenca de uma ponte salina entre a Arg61 e o Glu255 na Apo E 4 que ndo estdo
presentes nas isoformas 2 e 3. Na Apo E4 a Arg-112 reorienta a cadeia lateral da Arg-61 no
dominio N-terminal mudando sua conformacdo em relagdo as Apo Es 2 e 3 e permitindo a
formagdo de uma ponte salina com Glu-255 no dominio CT(9). Na Apo E 3 os dominios NT e
CT interagem formando uma ligacao de hidrogénio entre Arg61 e Thr194 e uma ponte salina
entre Lys95 e Glu255, o que ndo ocorre nas demais isoformas. Essas mudancas nas pontes
geram uma interacdo do dominio menos estavel na Apo E4 do que no Apo E3(5). A troca do
aminoacidos no residuo 112 da Apo E4 também ocorre nos residuos 5-21 e 271-279, que apesar
de parecerem distantes na sequéncia, estdo proximos na forma espacial. Essa troca leva a um

maior residuo de arginina na Apo E4 que ¢ reponsavel pela perturbacdo das interagdes ndo
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covalentes, criando maior movimento dinamico em diferentes regides na ApoE4 em
comparagdo com a Apo E3. Isso contribui para uma facilidade da dissociagcdo dos dominios,
permitindo que a Apo E4 se ligue a particulas maiores como o VLDL. Essa diferenca deixa a
Apo E3 mais estavel e a Apo E4 com uma forma mais desorganizada e instavel. A trocado T
pelo C na posi¢ao 388 do gene da Apo E4 também afeta o comportamento de auto-associagao,
levando uma dissociagdo mais rapida dos oligdmeros de Apo E4 e uma ligacdo mais rapida
desta a lipoproteinas em comparacdo com a Apo E3(5). A Tabela 1 a seguir mostra as

diferencas entre Apo E3 ¢ 4.

Tabela 1. Diferencas entre Apo E4 e Apo E3

APO E4 APO E3
Aminodcido no residuo 112 Arginina Cisteina
Lipideo de maior afinidade VLDL HDL
Ligacao beta-amiloide Similar, mas no clareamento de beta-amiloide
Apo E4<Apo E3
Residuos 3-50 Diferentes interagdes ndo covalentes e orientagdo

espacial levando a movimento dindmico diferente entre
as isoformas. Nao afeta a interagdo entre NT e CT

Residuos 116-123 Diferentes interagdes ndo covalentes e orientagdo
espacial levando a maior movimento dinamico de Apo
E4

Residuos 261-272 Envolvidos na ligacdo lipidica com afinidade

semelhante, mas leva a um dobramento diferente entre as
isoformas devido a oligomerizagdo. Possivel razdo da
diferenca de ligacao lipidica entre as isoformas

Residuos 271-279 Diferentes interagdes nado covalentes e orientagao
espacial levando a movimento dindmico diferente entre
as isoformas.

Interacgdo entre os dominios Maior dindmica motora Maior estabilidade
NT eCT

Estabilidade térmica Apo E4<Apo E3

Dissociagdo de oligdmeros Mais rapida Mais lenta
Orientacao espacial Menos organizado Altamente organizado

(adaptado de Huebber, 2017(5))
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A Apo E 2 também tem sua estrutura alterada em relagdo a Apo E3 com a presencga da
cisteina na posi¢do 158. Isso acarreta um prejuizo da ligagdo de seu receptor pela alteracao das
pontes salinas, diminuindo o potencial positivo e reduzindo a ligacdo aos lipideos(10).
Consequentemente ha aumento de triglicerideos e colesterol causados pelo atraso na depuracao
das lipoproteinas remanescentes hepaticas e intestinais, resultando no quadro clinico de
hipercolesterolemia tipo III. Enquanto na Apo E3 Arg-158 forma uma ponte salina com Asp-
154, na Apo E2 a Cys-158 interrompe a ponte salina fazendo com que o Asp-154 interaja com
a Arg-150. Isso altera o tamanho do dominio carregado positivamente, reduzindo a ligacao ao
receptor de LDL(11).

A frequéncia do alelo €4 pode variar de acordo com a regido do mundo, sendo mais
frequente em Africanos (30 a 40%) do que em europeus (7 a 20%) e asiaticos (5 a 15%)(12).
No Brasil, varia de 9 a 32% sendo mais prevalente em pessoas com comorbidades(13-15).

Dependendo do gendtipo da isoforma de Apo E, o individuo pode ter maior ou menor
susceptibilidade a determinadas doencas. Individuos carreadores de Apo E e€4e4 apresentam
colesterol total, colesterol LDL e Apo B elevados, enquanto em carreadores do alelo €2 de Apo
E, os valores se encontram baixos (16). Além disso, ser carreador da isoforma e4e4 esta
associado ao aumento da espessura da camada intima-média das artérias carotidas em conjunto
com o LDL elevado(17) e, como consequéncia, ha nessas pessoas maior risco para
aterosclerose, hipercolesterolemia e doencas cardiovasculares. Foi apontado também aumento
de 10 vezes no risco de Alzheimer(18) e maior susceptibilidade a infeccdes bacterianas,

parasitarias e virais(6).

1.2 Apo E, viroses e sindromes gripais

Diversos patdégenos podem desencadear um quadro de sindrome gripal: rinovirus,
influenza, adenovirus, parainfluenza , dentre outros (19). Em especial o virus influenza (IAV)
¢ responsavel por quase meio milhdo de mortes todos os anos e, portanto, representa uma séria
ameaca a saude global em especial para o publico imunocomprometido, como idosos (>65 anos)
e criancas (20). Além disso, a superinfeccdo pelo virus influenza leva a possibilidade de
mutacao génica do virus que pode produzir genotipos mais patogé€nicos como as cepas de HIN1
podendo causar uma pandemia mundial (21). Dentre os fatores de risco para as sindromes
gripais pode-se citar a obesidade. Independentemente de outras comorbidades ou fatores de
risco, durante a pandemia de 2009 de influenza, os individuos com obesidade apresentaram
maior risco de morte devido a infecgdo por IAV (22). Mesmo apds vacinados contra a gripe,

adultos com obesidade ainda tém duas vezes mais chance de desenvolver gripe ou sindromes
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semelhantes a gripe do que adultos eutroficos(23). Um estudo mostrou que camundongos
obesos infectados com influenza aumentaram a mortalidade em seis vezes em comparagdo com
seus equivalentes nao obesos(24). Ainda nao se sabe ao certo por que a obesidade aumenta as
chances de gravidade da influenza, mas acredita-se que a dislipidemia encontrada na maior
parte dos portadores de obesidade, por aumentar o sitio endocitico de entrada viral, possa estar
envolvida nesse mecanismo. E plausivel acreditar que a Apo E4, associada as dislipidemias
possa ser um dos fatores que explicam o aumento da gravidade das sindromes gripais em
portadores de obesidade.

Sabe-se como ja citado que a Apo E desempenha um papel essencial no transporte de
lipoproteinas estando envolvida na patogénese das dislipidemias. Para algumas infecgdes virais,
as apolipoproteinas sdo usadas pelo virus, como o da hepatite C (HCV), para facilitar a entrada,
montagem e transmissao do virus. Além disso, a Apo E contribui para a patogénese do HCV e
a evasdo viral contra anticorpos neutralizantes(25). Poucos estudos abordam as infec¢des
respiratorias virais e a Apo E. Um estudo in vitro, no entanto, mostrou que a Apo E foi um dos
fatores capazes de restringir a infec¢ao pelo influenza(26). Nesse estudo, a deplecao de Apo E
resultou em aumento da suscetibilidade, da gravidade e da mortalidade por infec¢do por
influenza tanto in vitro quanto in vivo. Os camundongos “knock out” tiveram mais necrose e
fibrose pulmonares além de maior sangramento alveolar, infiltracdo de neutrofilos e maior
carga viral em comparagdo com o controle selvagem. A deficiéncia de Apo E conferiu maior
infeccao pelo virus influenza humano HINT e alta patogenicidade pelo virus influenza aviario
H5N1 e H7NO in vitro e in vivo. Uma das fungdes do Apo E € regular a homeostase do colesterol
celular e foi estabelecido que essa homeostase desempenha um papel critico na inibigdo da
infec¢do pelo virus da gripe. O nivel de colesterol reduzido, modulado pela presenga de Apo E,
restringe a ligacao do virus, sugerindo que o colesterol celular reduzido pode contribuir para a
defesa do hospedeiro contra a infec¢@o por influenza(26).

Poucos estudos foram enderecados para a relacdo entre Apo E e sindromes gripais.
Porém, com a instalagio da pandemia por COVID-19, surgiram alguns estudos sobre a
associacao entre Apo E e COVID-19(27, 28). Assim, a maioria do conhecimento atual sobre

Apo E e sindromes gripais sao relacionadas a infec¢ao por SARS-CoV-2.

1.3 COVID-19
No mundo, até¢ meados de novembro de 2024, ja ocorreram 704.753.890 casos ¢ 7.010.681
obitos por COVID-19(29). Apenas no Brasil sao mais de 38.743.918 casos e 711.380 mortes.
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A COVID-19 apresenta-se como uma doenga multissistémica causada por virus cuja
origem ainda ¢ indeterminada, altamente contagiosa e de transmissdo respiratoria, com
manifestagdo clinica variada, podendo ser assintomatica ou provocar dano pulmonar difuso e
altamente letal(30).

O SARS-CoV-2 ¢ um virus com envelope e com RNA fita simples, do género B-
coronavirus da familia Coronaviridae. O virus entra nas células epiteliais respiratorias
anexando-se a enzima conversora de angiotensina-2 (ECA-2) via proteina S em sua superficie.
Essa entrada decorre da clivagem proteolitica da ECA-2 pela serina protease-2
transmembrana(31). A porta de entrada é a mesma do SARS-CoV-1, no entanto, a afinidade do
SARS-CoV-2 pela ECA-2 ¢ aproximadamente 10 a 20 vezes maior do que o SARS-CoV-1, 0 que
poderia explicar a maior infectividade do virus da COVID-19(32). A ECA-2 ¢ encontrada em
diversos tecidos como o do epitélio da mucosa nasal, oral, nasofaringea e orofaringea, epitélio
alveolar, células endoteliais dos vasos sanguineos, coracdo, tubulos renais e enterocitos no
intestino delgado(33) (34). Recentemente foi descrito também as proteinas CD-147 e proteina-
78 regulada por glicose como possiveis receptores SARS-CoV-2 para entrada celular(35, 36).
Acredita-se que a neuropilina-1, (NRP1) um receptor transmembrana com alta expressao no
epitélio respiratdrio e olfatorio, também pode estar envolvido na COVID-19, aumentando a
entrada do SARS-CoV-2(37) no SNC via trato olfatorio.

Ap6s a entrada viral no citoplasma da célula hospedeira, ocorre a replicagdo, transcri¢ao
e a tradugdo das proteinas estruturais virais. A proteina S direciona entdo a fusao célula-célula
entre cé€lulas infectadas, levando a formacdo de grandes células multinucleadas que nao sao
detectadas por anticorpos especificos contra o virus, permitindo assim que o virus burle o
sistema imunolégico e facilitando a disseminagdo do virus no individuo infectado. Ao ocupar
receptor de ECA-2 para a entrada viral nas células-alvo, ocorre entdo a regulacdo negativa
desses receptores que deixam de exercer seu efeito contrarregulador sobre a angiotensina 2
através da producdo de angiotensina 1-7 (que tem efeitos contrarios aos da angiotensina 2, como
vasodilatagdo e antitromboéticos). Assim, com a maior atuagdo da angiotensina 2 ocorre 0
aumento da permeabilidade vascular pulmonar podendo causar lesao pulmonar. Além disso, a
disfungao de multiplos o6rgaos, observada nesses pacientes, pode ser atribuida a ampla
distribui¢do de receptores ECA-2 em tecidos pulmonares e extrapulmonares, incluindo coragao,
rim, endotélio e intestino(38). Os casos graves evoluem para Sindrome do Desconforto
Respiratorio Agudo (SDRA) com dano alveolar difuso com exsudatos fibromixoides celulares
e edema pulmonar além de superestimulacdo do sistema imunologico com tempestade de

citocinas e faléncia multipla de 6érgaos como sera explicado a seguir(39, 40).
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1.4 Mecanismos de gravidade

Apds a fase inicial da infeccdo viral, aproximadamente 30% dos pacientes
hospitalizados com COVID-19 desenvolvem doenga grave que resulta em dano pulmonar
progressivo, em parte devido a uma resposta inflamatoria exacerbada. A quebra da barreira
vascular leva as complicagdes pulmonares com o aparecimento de edema tecidual, endotelite,
ativacao da coagulagdo e potencial desenvolvimento de coagulagdo intravascular disseminada
(DIC) além de inflamagao exuberante local e sistémica(30).

Dentre as manifestagdes clinicas da COVID-19 grave, pode-se citar o acometimento
vascular(41). A inflamagao e a ativagdo do endotélio contribuem para a lesdo vascular (42) com
extravasamento de substancias e formacao de edema pulmonar. Esse edema pode ocorrer por 5
fatores principais:

1. Dano a célula endotelial provocado pelo SARS-CoV-2 levando a endotelite generalizada com
disfungao, lise e morte da célula endotelial pulmonar;

2. O SARS-CoV-2 liga-se ao receptor ECA-2, prejudicando a sua acdo na formacgdo de
angiotensina 1-7 que agiria de forma antagdénica a angiotensina 2. A reduc¢do da atividade de
ECA-2 também, indiretamente, ativa a via da calicreina-bradicinina aumentando a
permeabilidade vascular e contribuindo para formagao do edema;

3. Espécies reativas de oxigénio produzidas por neutréfilos ativados, recrutados pelas células
endoteliais podem lesar as células endoteliais pulmonares piorando o quadro do edema;

4. Pode ocorrer o afrouxamento das jungdes intercelulares apds contracdo das células
endoteliais pulmonares por mecanismo mediado por células imunes, citocinas inflamatorias e
moléculas vasoativas;

5. O glicocélice das células endoteliais pode ser degradado por citocinas como IL-1B e TNF,
através da ativacdo das glicuronidases que, além da degradacdo citada, também regulam
positivamente a acido hialuronico sintase 2, levando ao aumento da deposi¢ao de acido
hialurénico na matriz extracelular e promocao da retencdo de liquidos. Juntos, esses
mecanismos levam ao aumento da permeabilidade vascular contribuido para a formacao do
edema pulmonar(30).

A IL-1B pode ainda se ligar ao receptor para IL-1 (IL1-R1) na membrana da célula
endothelial e o TNF produzido por neutroéfilos e linfocitos ativados pode se ligar ao seu receptor
(TNFR1) também presente na membrana dessas células. O IL-1f estimula uma cascata que
envolve a formacdo de um complexo com o gene 88 de diferenciacdo mieloide (MyD 88) e

proteina acessoria do receptor Toll/IL-1 (TIRAP) conhecido como mecanismo de ativagao do
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tipo II da célula endotelial. MyD88 dissocia-se do receptor e interage com a quinase 1 associada

a IL-1R (IRAK1 e IRAK4) e com fator 6 associado ao TNFR1 formando a TRAF6(43).

A ligacdo do TNF ao seu receptor leva ao recrutamemto de TNFR-associado via
proteina de dominio de morte (TRADD), que, por sua vez, liga-se a proteina 1 que interage com
o receptor (RIP1) e TRAF2. O complexo TRADD — RIP1 — TRAF2 entdo se dissocia do
TNFR1. Ambos os complexos que sao formados como resultado da ligagao de IL-1p ou TNF
aos seus respectivos receptores levam a iniciagao de sinais que culminam na ativac¢ao do fator

de transcri¢ao nuclear do fator-kB (NF-«kB) e proteina ativadora 1 (AP1)(44).

Esses fatores iniciam a transcricdo de genes especificos dentro do nucleo levando a
expressao de proteinas pro-inflamatorias. Como por exemplo a ativagdo do NF-kB mediada
por MyDS88 inicia a producdo de TNF, IL-6, IL-1B e interferons(44). As quimiocinas
sintetizadas podem contribuir para a maior adesdo de leucocitos, piora da inflamagdo, bem
como estimulagdo da cascata de coagulacao(43). As NETS (Neutrophil extracellular traps)
produzidas pelos neutréfilos ativados também sao vistas no pulmao de pacientes com COVID-

19 e podem contribuir para o mecanismo de trombose, lesdo tissular e inflamagao(44).

A ativagdo de vias de coagulacdo com potencial desenvolvimento de coagulacao
intravascular disseminada ¢ caracteristica da COVID-19 grave. A lesdo do endotélio tembém
esta envolvida nesse processo pois a ruptura da integridade vascular e morte dessas células leva
a liberagdo do fator tissular da membrana basal com ativacdo da cascata de coagulacdo. A
ativacdo de plaquetas ocorre tanto pelo complexo bradicinina-calicreina quanto pela acdo da
fosfatidilcolina na membrana da célula endotelial que sofre a agdo da lisofosfatidilcolina e da
acetilase derivada do fator ativador de plaquetas (PAF). O PAF ativa entdo as plaquetas(43) a

produzirem fatores envolvidos na cascata de coagulacdo(30) e na contracao vascular(45).

Além disso, tanto as células endoteliais ativadas quanto os pericitos também comecam
a expressar o fator tissular um dos principais ativadores da cascata de coagulagdo. O corpo
libera, em resposta, contramediadores para degradar os coagulos ricos em fibrina. Isso explica
por que altos niveis de produtos de degradacao de fibrina (dimero- D), preditivos de mau
prognostico, podem ser encontrados nos casos graves. Desse modo, na COVID-19 ocorre além
do dano endotelial, a ativagdo do sistema de coagulagdo, aumentando o risco de eventos pro-

tromboticos(43).

No quadro grave também héa dano nos capilares dos alvéolos interferindo na troca gasosa

e evoluindo para sindrome da insuficiéncia respiratoria aguda. Essa sindrome cursa com
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infiltrado pulmonar bilateral, hipoxemia e alteragdo da resposta imunolédgica podendo culminar
com um quadro de choque séptico, disfun¢do multipla de 6rgaos e 6bito.

Na COVID-19 grave, as vias de inflamacao e de ativacdo do sistema imune estao
alteradas ocorrendo primeiro a resposta pro-inflamatoria antes da resposta viral mediada por
interferon(46), ao contrario do que seria esperado apds uma infec¢do por virus. Pode ocorrer a
chamada “tempestade de citocinas” que pode levar a faléncia multipla de 6rgdos e piora do
quadro(47) como sera explicado a seguir em “citocinas e COVID-19”. Ela ocorre quando altos
niveis de citocinas amplificam o processo destrutivo, levando a mais disfungdo da célula
endotelial, CID, inflamacao e vasodilatacdo do leito capilar pulmonar. Isso resulta em disfung¢ao

alveolar, com insuficiéncia respiratoria, hipoxia, faléncia de multiplos 6rgdos e morte(30).

1.5 Citocinas e COVID-19

Desde o surgimento da COVID-19 os estudos tem mostrado que as respostas
imunolédgicas do hospedeiro e sintomas imune-relacionados sdo diferentes entre pacientes
assintomaticos e pacientes graves, onde ocorre uma desregulagdo do mesmo associada a
gravidade da doenga(48). A tempestade de citocinas atua piorando o quadro clinico pois, além
do dano causado pelo SARS-CoV-2, a liberagdo excessiva de citocinas pelo paciente leva a
danos teciduais além de uma resposta imunoldgica contra o patégeno prejudicada(49).

Diferentes citocinas foram descritas como fatores progndsticos baseando-se na hipotese
que a imunidade inata pro-inflamatéria e o sistema antiinflamatorio estdo relacionados a
gravidade da doenga ou a morte na COVID-19(50-52). A figura 2 ilustra o papel das citocinas
no curso de evolugao da COVID-19:
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Figura 2 . Mediadores inflamatdérios e respostas imunes inatas durante a infeccio por COVID-19. Pacientes
com COVID-19 grave apresentam altos niveis de citocinas pro-inflamatorias, causando uma tempestade de
citocinas e danos colaterais ao tecido na fase tardia. As células imunes inatas na COVID-19 grave tém a
caracteristica proeminente de maior expressdo génica de mediadores inflamatorios e respostas prejudicadas a
estimulos subsequentes. PPRs, receptores de reconhecimento de padrdes; ARSD, sindrome do desconforto
respiratorio agudo. (Adaptado de Mol. Cells 2021; 44(6): 384-391)

Dentre as citocinas, a IL-6 pode ser considerada um biomarcador da gravidade da
COVID-19 uma vez que niveis séricos se correlacionam positivamente com a gravidade e com
a carga viral (53-56) desempenhando papel importante na tempestade de citocinas. A IL-6, um
mediador inflamatorio altamente produzido durante o estdgio inicial da inflamacdo, ativa
rapidamente multiplos reagentes inflamatorios de fases agudas. Em pacientes com COVID-19,
ela ¢ produzida, em resposta a PAMPS e DAMPS, por varios tipos de células imunes. Além da
IL-6 o TNF pode ser considerado um dos principais mediadores da inflamagdo estando
aumentado em infecc¢des virais (57). A IL-6 e o TNF sao considerados preditores independentes
em relacao a gravidade e a sobrevida dos pacientes(44). Além deles, a IL-1P participa da
patogénese da injuria pulmonar aguda(58) como ja citado anteriormente. O IL-1 ¢ uma
citocina mediada pelo inflamassoma e produzida por macréfagos e células epiteliais e foi
encontrada em niveis mais altos em pacientes com COVID-19 grave comparados com COVID-
19 moderada(59) no entanto, alguns trabalhos ndo encontraram correlagao entre seus niveis ¢ a
gravidade da COVID-19(60). Pode-se citar ainda uma importante citocina em todas as fases da

resposta imune e na defesa antiviral em especial na COVID-19: o IFN-y. Ele ¢ um IFN do tipo



21

IT produzido pelas células “natural killers” (NK) e linfocitos T (61). O IFN-y regula
negativamente a replicacdo do virus e ativa a produgao de citocinas pelas células T, aumentando
a capacidade de atuacao do linfocito T citotoxico(62). No entanto, altos niveis persistentes de
IFN-y pioram a inflamacgao sistémica e aumentam a lesdo tecidual e faléncia de o6rgdos (63) . O
IFN-y em sinergismo com o TNF pode induzir a um processo de apoptose inflamatdria
contribuindo para diversas lesdes encontradas na COVID-19 (64). Acredita-se ainda que o virus
da COVID-19 tem a capacidade de modular os niveis de INF do tipo 1. Isso ocorre através de
varios mecanismos como inibi¢ao de deteccao inata, altera¢dao da sinalizagao de IFN ¢ de sua
fun¢do efetora. O SARS-CoV-2 pode desencadear baixa produgdo de IFN e respostas limitadas
(ou ausentes), que sdo acompanhadas por altas cargas virais, levando a quadros graves de
COVID-19 (65-67). Portanto, as principais citocinas pro6 inflamatorias encontradas no curso da
COVID-19 sao IL-6, TNF, IL-1 e IFN- y enquanto outras citocinas atuam na redugdo da
inflamacao como IL-4 , [L1ra ¢ IL-10 (68).

Acredita-se que a IL-1ra exerce um papel contra-regulatorio, controlando a producado de
IL-1, TNF e IFN e um papel inibitorio contra a ativacao de citocinas pré-inflamatoérias e
respostas de linfocitos T(69). A IL-10 também ¢ uma citocina com atividade anti-inflamatoria.
Ela pode reduzir a ativa¢do de macréfagos e células dendriticas e suprimir as respostas efetoras
Th1 e Th2 de células NK(70). J& foi demonstrado que ela ¢ capaz de inibir o TNF e a ativagao
de neutréfilos na lesao pulmonar aguda(71). Na COVID-19, a IL-10 pode estar envolvida na
neutralizacdo da hiperativagdo imunologica, reduzindo o risco de lesdes. No entanto, na
COVID-19 grave, pode haver a desregulacdo na concentragao de IL-10. Isso pode influenciar
a resposta imune relacionada a essa interleucina e a gravidade dos pacientes infectados com
SARS-CoV-2. Nesse contexto, o nivel sérico de IL-10 também mostrou elevagao significativa
em casos graves e criticos de COVID-19, compativel com o nivel sérico de IL-6. Uma
metanalise com 147 estudos mostra evidéncias de que tanto a IL-6 quanto a IL-10 estdo
positivamente relacionadas a gravidade e mortalidade da COVID-19(56) e, portanto, a IL-10
pode exercer um papel ambiguo. Mas na fase de convalescéncia, tanto a IL-10 quanto a IL-4
tem seus niveis aumentados na COVID-19(60). Acredita-se que o mecanismo de participacao
da IL-4 nesse processo seja pelo papel das respostas mediadas por Th2 adaptativa na
recuperagdo da doenga e na remodelagdo inflamatdria fibrogénica local (enquanto as células
Thl, associadas ao IFN-y exercem atividade antifibrotica). A IL-4 apresenta tendéncia
ascendente na progressao da COVID-19 em pacientes criticos(72). Ela pode inibir células
CD4+ virgens a se diferenciarem em células Th1 ou mesmo bloquear a transcri¢ao do gene do

IFN-y (73), promovendo a evolucao para a fase de recuperagdo da doenca. Ao mesmo tempo, a



22

IL-4 também induz ativagdo alternativa de macréfagos M2, promovendo a liberagao de TGF-f
e fator derivado de plaquetas. Com isso hé expansao de fibroblastos residentes remodelacao da
matriz (74) podendo levar a danos alveolares difusos e desenvolver fibrose septal. Pacientes
com quadros graves em recuperacao com altos niveis de IL-4 podem progredir para fibrose

pulmonar, agravando o comprometimento das fun¢des pulmonares a longo prazo.

Considerando papel ambiguo do IFN-y, IL-10, da IL4 e de outras citocinas no desfecho,
¢ importante compreender o padrdo sérico delas em pacientes com COVID-19. Diante disso,
otimizando os gastos da pesquisa, para nosso trabalho selecionamos as citocinas com maiores

evidéncias de associacdo em trabalhos prévios com a COVID-19 (75, 76).

1.6 Classificacio da gravidade da COVID-19

A classificagdo da gravidade da COVID-19 foi divulgada pela Organizagdo Mundial de
Satde periodicamente durante a pandemia através de boletins de orientagao aos profissionais
de satde sobre o manejo da doenca. Foram classificados como casos leves aqueles pacientes
com sintomas de COVID-19 como febre, tosse, fadiga, anorexia, taquipneia, mialgia,
odinofagia, congestdo nasal, cefaléia, diarreia, nduseas ou vomitos, anosmia, ageusia, tonteira,
agitacdo, sintomas respiratorios, perda sensorial, de equilibrio ou de deambulagao, dispneia,
com suspeita de serem casos de COVID-19 pelo critério epidemiologico de contato com
pessoas sabidamente com COVID-19 e que ndo tenham apresentado hipdéxia ou pneumonia

viral(77).

Segundo a OMS, foram pessoas consideradas suspeitas de COVID-19 para o critério

acima citado aquelas que preenchem os critérios clinicos e epidemioldgicos abaixo.
Critérios clinicos:
1. Febre de inicio agudo e tosse; ou

2. Inicio agudo de 3 ou mais dos seguintes sinais ou sintomas: febre, tosse, fraqueza/fadiga,
cefaleia, mialgia, dor de garganta, coriza, dispneia, anorexia/ndusea/vomito, diarreia, estado

mental alterado.
Critérios epidemioldgicos:

1. Residir ou trabalhar em uma area com alto risco de transmissao do virus: por exemplo,

ambientes residenciais fechados e ambientes humanitarios, como acampamentos e ambientes
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semelhantes a acampamentos para pessoas deslocadas, a qualquer momento nos 14 dias

anteriores ao inicio dos sintomas; ou

2. Residir ou viajar para uma area com transmissao comunitaria a qualquer momento nos 14

dias anteriores ao inicio dos sintomas; ou

3. Trabalhar em ambiente de saude, incluindo unidades de satde e domicilios, a qualquer

momento nos 14 dias anteriores ao inicio dos sintomas(78)

Foram classificados como casos moderados para adultos com COVID-19 aqueles com
sinais clinicos de pneumonia (febre, tosse, dispneia, taquipnéia), mas sem sinais de pneumonia

grave, e que mantem saturacao pulmonar de oxigénio (SpO2) > 90% em ar ambiente(77).

Foram classificados como casos graves segundo a OMS aqueles individuos com sinais
clinicos de pneumonia (febre, tosse, dispneia) ¢ mais um dos seguintes: frequéncia respiratdria

> 30 respiragdes/min; desconforto respiratorio grave; ou SpO2 < 90% em ar ambiente(77).

1.7 Apo E e COVID-19

A analise de dados de 382.188 participantes de ascendéncia europeia no UK Biobank
(79) revelou um alto risco de COVID-19 grave em pessoas portadoras do alelo de Apo E do
tipo €4 quando em homozigose € com teste positivo para COVID-19 (independente de doencas
preexistentes como deméncia, doengas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2) quando
comparadas com €3¢3. Em comparagdo com o genotipo €3¢3, o mais comum, o risco de contrair
a COVID-19 para pessoas carreadoras de dois alelos €4 foi duplicado (OR = 2,31)(80). Um
outro estudo com 22.384 participantes na Inglaterra evidenciou que o gendtipo &de4 foi
associado a positividade do teste de COVID-19 e a um aumento de 4 vezes na mortalidade apos
testar positivo para COVID-19 (OR =4.29, 95% CI: 2.38-7.72, p=1.22 x 10—6) quando
comparado com os carreadores do genotipo €3€3(81). Outro estudo mostrou que pacientes
carreadores de pelo menos um alelo €4 eram mais sintomdticos para COVID-19 quando
comparados aos demais pacientes positivos para COVID-19 carreadores de outras isoformas
de Apo E(82)..De maneira semelhante, idosos acima de 75 anos carreadores do €4 estdo em
risco aumentado de COVID-19 grave a moderada dentre os pacientes positivos para COVID-
19 quando comparados a carreadores de outros alelos(83). Essa isoforma também tem maior
associacao com pacientes com COVID-19 na terapia intensiva em relacao as outras isoformas

(OR=2.47, 95% CI 1.25-4.89, p=64 x 10-4), com microhemorragias cerebrais quando em
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homozigose, além de maior taxa de fadiga e sindrome p6s-COVID-19 (28). Acredita-se que as
diversas pleiotropias de Apo E4 podem mediar multiplas morbidades, aumentando a
vulnerabilidade do hospedeiro ao SARS-CoV-2(4). Varias morbidades associadas a Apo E4
também sdo relacionadas a maior mortalidade e morbidade na COVID-19 como diabetes
mellitus, obesidade(84), deméncia ¢ doengas cardiovasculares(80, 85). Um volume crescente
de estudos, incluindo estudos de Genome-wide associations (GWAS), mostra associagdes entre
perfis de polimorfismos genéticos e COVID-19(86-89). E alguns estudos (27, 90) mostram que
a isoforma 4, pode estar associada a casos mais graves da doenga(81, 90). Entretanto, essa
associag¢do ainda requer evidéncias mais robustas na literatura, indicando a necessidade de
novos estudos com diferentes perfis de populacao.

Cerca de 20 a 40% da producdo de Apo E vem de células como pneumocitos I e II, que
funcionam também como porta de entrada do SARS-CoV-2, pois essas células expressam o
receptor da enzima ECA2 na qual o virus se liga(91). Estudos em ratos com ablacdo de Apo E
mostraram defeitos de alveologénese, aumento da resisténcia do fluxo aéreo e perda acelerada
de retracdo pulmonar durante o envelhecimento(92), o que mostra que a Apo E ¢ importante
para a manutencao adequada do microambiente e arquitetura pulmonar. A concentracdo
pulmonar de Apo E pode ser considerada como um sinal de alerta em asmaticos, pois esta
associada a ativa¢do do inflamassoma e produgdo de interleucina IL-1p por macréfagos(93).
Desse modo, a Apo E parece ser importante para o adequado funcionamento pulmonar e
imunologico contra patdégenos, ao mesmo tempo em que participa da formagdao do
inflamassoma, mecanismo este relacionado ao desenvolvimento da sindrome respiratoria aguda

grave e de morte na COVID-19.

1.8 Mecanismos pelos quais a Apo E 4 poderia agravar a COVID -19

1.8.1Colesterol intracelular: As diferentes isoformas de Apo E podem afetar tanto o colesterol
circulante quanto o intracelular. Carreadores do alelo €4 tiveram niveis mais elevados de
colesterol plasmatico e nos pneumocitos do que individuos com o gendtipo €3/e3 em uma meta-
analise envolvendo 14.799 individuos de 17 diferentes etnias(94). O colesterol intracelular
elevado poderia ter impacto na COVID-19 em especial, tanto pelo aumento de células
espumosas quanto pelo aumento da chance de entrada do virus, como sera explicado abaixo.
Um desses mecanismos esta ligado a defeitos na via de RCT, da qual a Apo E participa
diretamente sendo responsavel pela homeostase lipidica nos tecidos periféricos(95, 96). Sem o
RCT adequado, como ocorre em portadores de €4/e4, pode haver acimulo de células espumosas

(macrofagos carregados de lipideos) no pulmao, e a geragdo de um acimulo anormal dessas
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células na infec¢do por SARS-CoV-2 leva aumento da gravidade por mudanga da arquitetura
pulmonar, aumento da aterosclerose e risco de eventos trombdticos. Além disso, o aumento do
colesterol intracelular nos pneumocitos se correlaciona com a maior gravidade da COVID-19
em 1dosos(97), que tem maior chance de aterosclerose e, naturalmente, mais células espumosas
que os ndo idosos. Com relagdo a correlagdo positiva entre o aumento do colesterol intracelular
e a infectividade do SARS-CoV-2(98), sabe-se que o aumento desse lipideo nas células duplica
as chances de entrada do virus por aumento o trafego do receptor de ECA2 para o sitio de
entrada endocitico. Além disso, a produ¢do de virions mais infecciosos pode ser afetada pelo
colesterol intracelular e levar a uma ligagdo mais eficaz deles ao receptor de ECA2. Isso ocorre
quando enzimas chamadas furina proteases, que sdo abundantes no tecido pulmonar, clivam a
sequéncia PRRAR contida na glicoproteina S (spike), porta de entrada do SARS-ColV-2. O
colesterol intracelular ¢ capaz de afetar o local de clivagem da glicoproteina S pela furina,
posicionando-a de maneira ideal para a infeccdo viral nas células epiteliais e, desse modo,

aumentando a eficiéncia da infe¢do do SARS-CoV-2 nas células(98).

1.8.2 Inflamassoma: A Apo E4 pode estar envolvida na iniciagdo do inflamassoma mediado
por NLRP3. Assim como na COVID-19 grave, a ativagdo de citocinas inflamatdrias como IL-
6, TNF e CCL3 (marcadores de tempestade de citocinas(99)), além de propriedades pro-
tromboticas das células endoteliais(100) e neuro inflamacdo (caracterizada pelo aumento da
expressao de CCL3 no cérebro), podem ser associados a Apo E4(101). Além disso, como a Apo
E4 leva a um aumento do colesterol intracelular nos pneumocitos(98), esse pode ser um
mecanismo que ativa o inflamassoma por NLRP3 levando a superproducao de IL-1pB, que
encontra-se aumentada na COVID-19. Alguns estudos tém mostrado que o colesterol e acidos
graxos intracelulares sao importantes reguladores da sinalizacdo de NLRP3 através de varias
vias (102, 103). Acidos graxos saturados como o palmitico e estearico servem como “padrdes
moleculares associados a danos” (DAMPs) enddégenos, ativando o inflamassoma mediado por
NLRP3 in vitro e in vivo, por cristalizagdo intracelular em macréfagos(104). Esses cristais de
colesterol estimulam neutrofilos a liberar armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs)(105).
As NETs também s3o encontradas em casos graves de COVID-19(106) como ja citado
anteriormente. O inflamassoma mediado por NLRP3 também estd aumentado em modelos
animais de obesidade(107, 108) e em idosos(109), que também sdo fatores de risco para

COVID-19 grave.
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Assim, esses mecanismos poderiam explicar por que a desregulagdo metabolica que
ocorre nos individuos carreadores da isoforma Apo E4 poderia ativar o inflamassoma

aumentando a produc¢ao de citocinas e amplificando a gravidade da COVID-19.

1.8.3 Oxidacao de LDL: A produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) que
sdo gerados como resultado do estresse oxidativo vascular em doengas como
hipercolesterolemia, diabetes mellitus, hipertensao ou tabagismo leva a oxidagao do LDL(110).
Ela pode ocorrer por processos oxidativos enzimaticos ou nao enzimdticos levando a
modificac¢des de lipidios LDL e apolipoproteinas(111). O produto final da oxidagao lipidica é
a formacdo de LDL oxidado que contém fosfolipidios bioativos e triglicérides de produtos
derivados do colesterol. Macréfagos reconhecem o LDL oxidado através dos receptores
“scavenger” e os fagocitam formando as células espumosas, que sdo o processo patologico
chave para a formagdo de placas aterosclerdticas. O LDL oxidado pode ser internalizado por
sua ligagdo a receptores 1 de lectinas oxidadas (LOX-1) e ao heterotrimero de
CD36/TLR4/TLR6 expresso em monocitos/macrofagos e células endoteliais. Uma vez
internalizado, o actimulo de lipidios intracelulares leva a ativagdo de varias vias pro-
inflamatorias e pro-oxidativas(111). O LDL oxidado também funciona como DAMP que ativa
o NLPR3 e consequentemente gera um inflamassoma com secre¢do de IL-1p e IL-18(111, 112).

O LDL oxidado pode levar a alteragcdes pulmonares. Isso foi demonstrado com a
administracao intranasal de LDL oxidado humano a camundongos, resultando em uma resposta
inflamatoria que espelha as caracteristicas da inflamac¢ao pulmonar induzida pela fumaga do
cigarro(113). Doengas como obesidade, sindrome metabolica e doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), que sdo fatores de risco para COVID-19 grave, também estdo associadas ao
LDL oxidado(113-115).

O LDL oxidado estimula vias pré-inflamatérias com DAMPs em comum com as
ativadas por SARS-CoV2. Os pacientes com COVID-19 tém fosfolipides oxidados na
membrana de pneumdcitos e macrofagos lesados pelo virus, que poderiam atuar como DAMPS
aumentando a inflamag¢ao da doenca. Assim, a oxidacao de lipideos parece estar envolvida na
patogénese do SARS-CoV-2, na piora da inflamagdo e do quadro clinico dos pacientes,
induzindo lesao pulmonar e produg¢ao de citocinas pelos macrofagos pela via TLR4-TRIF (116).
Além disso, ao aumentar os niveis de expressao de ECA2 e TMPRSS2(117) e a densidade de
colesterol nas membranas formando as chamadas jangadas lipidicas, (locais onde o virus ird se
ligar para infectar a célula pois contem alta concentragdo de ECA2) (118) a LDL oxidada

contribui para o aumento da susceptibilidade a infecao viral.
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Os carreadores da isoforma de Apo E4 t€ém maior estresse oxidativo(119) e niveis mais
altos de LDL circulantes que os demais pacientes com outras isoformas de Apo E (16, 120),
podendo-se observar que o nivel sérico de LDL oxidada em fumantes e carreadores da isoforma
4 ¢ 26,7% maior (121)do que portadores de outras isoformas. Assim, esse poderia ser um dos
mecanismos pelo qual os carreadores de Apo E4 apresentariam maior infectividade e maior
morbidade da COVID-19.
1.9 Apo E, alteracoes vasculares cerebrais e atividade de ECA-2

O dano em microvasculaturas cerebrais na COVID-19 em pacientes graves ¢ o principal
causador de complicagdes neurologicas(41) e, a0 mesmo tempo, essas lesdes também sdo vistas
em carreadores de Apo E4 em doencas neurodegenerativas(122). Um estudo encontrou uma

associacao entre Apo E4, gravidade da COVID-19 e lesdes microvasculares cerebrais(28).

Ao se ligar a proteina de membrana, receptor da ECA-2(123), presente em larga escala
nas células endoteliais(124), o coronavirus desencadeia a ativa¢ao de uma cascata inflamatoria
com formagdao do complexo calicreina-bradinina(45) que, por sua vez, leva a ativagao de
neutréfilos e plaquetas. A inflamacdao exuberante ¢ um dos mecanismos de gravidade da
COVID-19. Acredita-se ainda que individuos carreadores da isoforma Apo E4 também tenham
menos atividade de ECA-2(41). Assim, com essa enzima menos ativa quando o virus se liga a
ela, e ocupa, portanto, seu sitio de ligagdo, sobra menos ECA-2 impedindo a formag¢ao adequada
da angiotensina 1-7, que € uma importante enzima contrarreguladora que inibe varios processos
inflamatorios. Sem esses efeitos contrarregulatorios sobre a angiotensina II poderia haver
exacerbagdo dos efeitos deletérios de vasocontri¢do, que também estdo presentes na COVID-
19 grave. Assim, ¢ plausivel acreditar que portadores do alelo 4 possam ser mais suceptiveis a

COVID-19 mais grave.
1.10 COVID-19 e outros fatores de risco

Embora muito ainda precise ser entendido sobre a COVID-19, alguns fatores
relacionados a idade, estado nutricional, obesidade e suas principais comorbidades como
hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, doenca cronica pulmonar e comorbidades
associadas além do perfil genético se mostram como fatores de risco para os quadros graves da
doenca. No entanto, por vezes nao se encontra um fator envolvido (125).

Além dos fatores genéticos como a Apo E4 ja elucidados a obesidade também se mostra
como um fator de risco para a maior gravidade da COVID-19. O primeiros trabalhos na
pandemia ja apontaram que a mortalidade da COVID-19 grave era maior em individuos com

obesidade e, em especial, naqueles em estado mais grave na terapia intensiva(126) e pacientes
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jovens portadores de obesidade(127, 128). Um estudo com 5662 pacientes com COVID-19
mostrou que aqueles com indice de massa corporal (IMC) > 40kg/m? tiveram maior taxa de
mortalidade em relagdo aos eutroficos. Aqueles com IMC > 45kg/m? tiveram uma razao de
risco de 4,18, mesmo ajustado para varias comorbidades como hipertensao, insuficiéncia
cardiaca, diabetes, infarto agudo do miocardio, doenga renal e pulmonar cronicas. O risco de
obito foi maior em pacientes do sexo masculino e abaixo de 60 anos de idade(129). Outros
estudos também encontraram maior morbidade e gravidade da doenca em pacientes com IMC
> 40kg/m? (130, 131).

Um dos grandes desafios em se entender a doenga passa pela predicao de quais pacientes
obesos tem maior chance de evoluir para o quadro grave ou mesmo o 6bito devido a sindrome
da resposta inflamatdria sistémica. Nessa sindrome, o paciente evolui com uma cascata de
eventos que culmina na intensa producao de citocinas inflamatorias.

Dentre os mecanismos que justificam o maior risco de morbidade da COVID-19 em
individuos com obesidade, pode-se citar a fisiologia pulmonar restritiva e apneia do sono,
diabetes e dislipidemia, disfungdo imunoldgica com sinalizagdo anti-inflamatdria deprimida
(reducao de citocinas anti-inflamatorias como a adiponectina) e aumento da sinalizacao pro-
inflamatoria (com aumento da leptina, interleucina-6 e fator de necrose tumoral), disfuncao
endotelial e ainda alteragdo do sistema renina-angiotensina, que aumenta o risco de hipertensdo
e piora a inflamagdo e o risco de dano alveolar(132). Além disso, sabe-se que o tecido adiposo
em excesso tem alta expressao do receptor da enzima conversora de angiotensina 2 que serve
de ligacdo para entrada do SARS-CoV-2 para a célula(133). Assim, poderia servir como um

reservatorio viral e local de replicagdo, prolongando a disseminagdo do virus.

2. JUSTIFICATIVA

A relagao entre diferentes isoformas de Apo E e sindromes gripais, particularmente no
contexto da COVID-19, continua sendo uma area de interesse de pesquisa. Estudos que
aprofundam a compreensdo das interacdes hospedeiro-patégeno e o papel da Apo E na
gravidade da doenca sdo essenciais. Entender os efeitos dos gendtipos de Apo E durante surtos
continuos de virus respiratérios pode revelar novas estratégias de tratamento que podem
melhorar os resultados dos pacientes e reduzir a carga geral da doenga.

Uma vez que portadores do alelo eé4 em homozigose tem associagdo com o aumento de
formac¢do do inflamassoma, fator que acompanha a fisiopatologia da COVID grave, e pode
também estar a associada a outras doengas virais; e sabendo que a COVID-19 ¢ uma doenga

nova e com consequéncias devastadoras, selecionamos, por estudos de G-WAS(27, 86, 87,
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134), os polimorfismos de Apo E , em especial a Apo E4, por estar potencialmente associada
positivamente com a gravidade dessas sindromes gripais.

Ao incluir apenas pacientes que apresentaram sintomas semelhantes aos da gripe em
vez da populacao em geral, este estudo busca mitigar potenciais vieses na analise, excluindo
aqueles menos expostos a contaminacdes ambientais. Todos os participantes deste estudo
apresentaram sintomas semelhantes aos da gripe que os levaram a procurar servigos médicos,
permitindo uma investigagao aprofundada da gravidade e progressao da doenga em individuos
portadores do alelo €4 em comparagdao com aqueles que nao os apresentam. Entender o perfil
genético da Apo E, dados antropométricos, demograficos e de citocinas em uma populacio
brasileira, uma vez que o Brasil teve um dos maiores indices de COVID vistos durante a
pandemia, ¢ fundamental no intuito de tragar estratégias futuras de politicas publicas de
prevengdo e de vacinagdo para pessoas que possam ter um perfil indicativo de maior risco da
doenca grave. Além disso, a descoberta de fatores de suscetibilidade genética pode abrir novos
caminhos para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas no futuro com base nos processos

moleculares relacionados as consequéncias clinicas da infec¢ao por COVID-19.

3. OBJETIVOS
Este estudo tem como objetivo avaliar a possivel interferéncia do alelo €4 na gravidade

e progressao de sindromes semelhantes a gripe e COVID-19.

3.1 Objetivos especificos:
1. Observar a frequéncia dos polimorfismos da Apo E em individuos com sindromes gripais
e naqueles com teste confirmatorio para COVID-19.

2. Observar as possiveis diferencas em individuos carreadores ou ndo do alelo €4 nos
parametros sociodemograficos e antropométricos em individuos com sindrome gripal e no
subgrupo dos individuos que desenvolveram COVID-19.

3. Avaliar se a presenca da Apo E4 influencia no perfil de citocinas em individuos com
SG e no subgrupo de COVID-19 .

4. Observar se a gravidade de COVID-19 esta relacionada com a presenga do alelo €4 ou

com outros parametros sociodemograficos e antropométricos estudados.

4.METODOS
4.1 Selecao das amostras: Os dados do presente estudo fazem parte do banco de dados obtidos

pela Prof. Ana Caetano Faria, exceto o genotipo de Apo E que foi determinado para este estudo
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especifico. Nosso estudo incluiu individuos adultos a partir de 17 anos que procuraram centros
de saude (UPA Centro-Sul ou Hospital Risoleta Neves) em Belo Horizonte, MG no periodo de
novembro de 2020 a junho de 2021, por apresentarem sintomas gripais durante a pandemia de
COVID-19 no Brasil. Esses foram entdo submetidos ao exame de RT-PCR com material de
swab nasal para a confirmagdo do diagnostico de COVID-19. Aqueles que se mostraram
negativos para SARS-ColV-2 foram denominados portadores de Sindromes Gripais. Aqueles
com teste positivo para SARS-CoV-2 (grupo COVID-19) foram acompanhados por 7 a 14 dias
para avaliagdo da evolugdo do quadro, gravidade e necessidade de internagao e desfecho clinico.
O plasma obtido das coletas de sangue foi usado para dosagem de citocinas, o sangue total para
o hemograma, perfil lipidico e proteina C reativa ultrasensivel, enquanto o codgulo foi usado
para a genotipagem das isoformas de Apo E. Apesar de nao ter sido feita a identificagdo das
cepas do virus da COVID-19, sabe-se que as cepas circulantes na époda da coleta de dados
eram as cepas original e a P1.

O banco de dados original contava com 738 individuos, sendo que 458 deles foram

excluidos por falta ou impossibilidade de obtencao de todos os dados relevantes.

4.2 Comite de ética e pesquisa

Todos os pacientes assinam um termo de consentimento informado como voluntarios.
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica n® 5.498.897, pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) e pelo Conselho de Etica em Pesquisa, comissdes da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), (CAAE 40208320.3.2001.0061). Este estudo esta registrado
no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) - REBEC (ensaiosclinicos.gov.br) nlimero:

RBR-2sm4qmy

4.3 Critérios de Inclusao e Exclusdo: Foram incluidos os pacientes que tiveram resultado
conclusivo no teste de COVID-19 por PCR (sendo positivo ou negativo para COVID-19),
classificados de acordo com score 1-2: leve , 3-4: moderado, > 5: grave) (135) (Figura 3).
Foram selecionados apenas individuos com sintomas gripais com idade entre 17 a 90
anos, que possuiam no maximo 7 dias de sintomas gripais relatados. Individuos sem sintomas
gripais foram excluidos do atual estudo por serem fontes de varidveis de confusdo como
reclusdo em casa, tipo de exposi¢do, etc. Assim, assumimos que individuos com sintomas
gripais foram igualmente expostos a ambientes capazes de contamind-los com virus, sejam eles
rinovirus, influenza, entre outros (no caso de SG) ou SARS-CoV-2 (subgrupo COVID-19). Os

pacientes com SG ndo tiveram seus agentes etiologicos definidos por testes diagndsticos e
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foram todos agrupados com diferentes etiologias no grupo SG. Foram incluidos pacientes com

comorbidades (discriminadas no banco de dados), exceto as listadas nos critérios de exclusdo.

Figura 3. Escala WHO de gravidade dos pacientes com COVID-19

Status do paciente Quadro clinico Score de gravidade

Nao infectado

Internado sem
necessidade de 02
Internado com

Internacao com
doenca moderada

necessidade de O2 por
mascara nasal

Ventilagdo ndo
Internagédo com invasiva

doenca grave Ventilagdo mecéanica

Ventilagao mecanica +
suporte aos orgaos-

alvo (drogas

Legenda: branco — nao infectado, amarelo :COVID leve, laranja: COVID moderada, vermelho: COVID grave,
preto: obito.

Foram excluidos individuos convalescentes, HIV positivo com carga viral detectavel,
portadores de cancer em atividade, criancas e adolescentes menores de 17 anos. Além disso,
foram excluidos os pacientes que nao tinham coagulo disponivel para a extracdo do DNA, ou
que tivessem algum teste de confirmagdo ou exclusdo da COVID-19 faltante, ou que nao
tivessem os dados antropométricos e sociodemograficos no banco de dados.

O recrutamento dos pacientes foi feito segundo o fluxograma mostrado na Figura 4:

Figura 4: Fluxograma do recrutamento dos pacientes
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Coleta inicial dos dados
N=738

RT-PCR para COVID-19

Possibilidade de extracao do
DNA (coagulo coletado) para
ti de APOE
EE0O 1pagim © Dados antropométricos e
N=567 . .
— sociodemograficos
completos N=280
Sintomas gripais + RT-PCR Sintomas gripais +RT-PCR
negativo para COVID-19+ positivo para COVID-19+
genotipagem APOE genotipagem APO E
N=145 N=135
4.4 Coleta do Coagulo

A coleta do coagulo foi feita pela equipe da professora Ana Caetano Faria. Foram
coletados cerca de 40 ml de sangue periférico (3 tubos de heparina, 1 tubo ativador de coagulo),
as amostras foram processadas no Instituto René Rachou - FIOCRUZ em Belo Horizonte, MG.
O processamento do material bioldgico ocorreu em até 24 horas apds a coleta. O sangue foi
processado em 3000 rpm com 9 minutos de aceleracdo e 4 minutos de desaceleragdao na
centrifuga refrigerada de mesa Sorvall modelo ST16R - Thermo scientific. As aliquotas do soro
e do plasma foram congeladas em um freezer com temperatura a -80° celsius. O coagulo foi

congelado a -10° celsius.

4.5 Teste RT-PCR

Para o diagndstico dos individuos com COVID-19, foram coletadas amostras de
esfregaco nasofaringeo por swab nasal para a realizagdo do teste RT-PCR. As amostras foram
processadas e analisadas no Laboratorio do Centro de Tecnologia em Vacinas (Centro de
Pesquisa UFMG/FIOCRUZ/BH-TEC) em Belo Horizonte, MG.

Apos a identificacdo das amostras foi iniciado o processo de extragdo e purificagdo do

RNA. Para tanto, foi adicionado um tampao que realiza a lise de células presentes, em seguida
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o material passou por uma coluna de purificagdo que filtra 0 RNA para entdo ter sua elui¢io e
purificacdo. Posteriormente a essa fase, teve inicio o processo de amplificacdo de deteccdo do
RNA viral. Para a realizagdo do teste de RT-PCR o CT vacinas utilizou dois tipos de protocolos,
o protocolo CHARITE do hospital de Berlim (tem como alvo o gene do envelope viral) e o
protocolo do Centers for Disease Control and Prevention dos Estados Unidos (que tem como
gene alvo duas regides no gene do nucleocapsideo). Também foi utilizado a RNaseP humana
como controle para verificacdo de que amostra foi coletada de forma correta. Nesse teste
primeiramente ocorre a etapa de transcri¢do reversa, onde um primer liga-se a regido
complementar de interesse, desencadeando a ag@o da transcriptase reversa, que sintetiza uma
fita de DNA complementar, sob a temperatura de 45° graus celsius por 15 minutos. Na
sequéncia, a temperatura ¢ elevada a 95° graus célsius por 3 minutos para fazer a dissociagao
da dupla fita. Uma vez separada, a fita de DNA complementar passa pelo processo de
amplificagdo, na qual novamente um primer se liga de maneira especifica na regido de interesse,
e a DNA polimerase comeca sua atividade. Esse processo ocorre a 58° graus célsius durante 1
minuto. Assim, no final do primeiro ciclo de amplificagdo uma fita gera duas fitas e a seguir o
processo permanece ocorrendo em uma progressao geomeétrica. A cada amplificacdo ¢ gerado
uma fluorescéncia a qual ¢ captada pelo equipamento. O equipamento gera um grafico que
avalia se a fluorescéncia alcangou o limiar “Threshold”. Ao alcancar esse limiar ¢ gerado um
valor de CT, que corresponde ao ciclo de amplificagdo, onde quanto menor o CT, maior a carga

viral.

4.6 Extracio do DNA
A extracdo do DNA teve inicio apds a primeira reunido de qualificacdo e o método de
extracdo do DNA foi feito de acordo com o protocolo do kit de extracdo da thermofisher
Purelink Invitrogen K182002.
Nesse protocolo foram feitos os seguintes passos:
1. Adicionado 20 pl de Proteinase K (20 mg/mL) a um tubo de microcentrifuga estéril.
2. Transferido 200 pul de do coagulo para o tubo contendo proteinase K (20 mg/mL).
3. Adicionado 20 pl de RNase (20 mg/mL) A a amostra. Misturado bem em voértex breve e
incubado a temperatura ambiente por 2 minutos.
4. Adicionado 200 pl de PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer e misturado bem por
vortex para obter uma solucado homogénea.

5. Incubado a 55°C por 10 minutos para promover a digestao de proteina.
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6. Adicionado 200 pl de etanol 96-100% ao lisado. Misturado bem por vortex para produzir
uma solucao homogénea.

7. Prosseguimos imediatamente para o protocolo de purificacao.

8. Adicionado o lisado (~640 pl) preparado com PureLink™ Genomic Lysis/Binding
Buffer e etanol para a coluna.

9. Centrifugada a coluna a 10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente.

10. Descartado o tubo de coleta e colocada a coluna em um tubo de coleta limpo.

11.. Adicionado 500 ul de Wash Buffer 1 preparado com etanol a coluna.

12. Centrifugada a coluna a 10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente.

13. Descartado o tubo de coleta e colocada a coluna em um tubo limpo.

14. Adicionado 500 pl de Wash Buffer 2 preparado com etanol a coluna.

15. Centrifugado a coluna a velocidade maxima durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Descartado o tubo coletor.

16. Colocado a coluna em um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 ml.

17. Adicionado 25-200 pl de PureLink™ Buffer de eluicdo gendmica para a coluna.
Escolhido o volume de elui¢do adequado as suas necessidades (escolhemos o volume de
30 pl).

18. Incubado a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugada a coluna a velocidade
maxima durante 1 minuto a temperatura ambiente. O tubo continha 0 DNA genomico

purificado. Descartada a coluna.

4.7 Quantificacio do DNA
Usando a espectrofotometria, mediu-se a quantidade e pureza do DNA. A concentragdo
de DNA foi obtida por leituras a 260 nm. Usou-se a razdo de leituras em 260 nm/280 nm para

estimar a pureza do DNA.

4.8 Genotipagem de Apo E

O genodtipo da Apo E foi identificado por PCR em tempo real com ensaios TagMan.
Foram analisados dois polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) da Apo E, rs429358 e
rs7412, correspondentes as posigdes 112 e 158 da proteina, respectivamente. Para cada SNP,
as reacdes foram realizadas em duplicata em placas de microtitulagdo de 96 pocos com volume
final de 10,1 pl cada, contendo 5 pl de TagMan Universal PCR Master Mix (ThermoFisher,
Brasil), 2,5 ul de agua (grau biomol), 0,6 ul de cada sonda (FAM ou VIC) e 2ul de DNA (30—
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100 ng). As condi¢des de corrida foram 1 ciclo a 60° por 30 segundos, 1 ciclo a 95° por 10
minutos, 50 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15s e 50 ciclos de hibridagao e extensdo a 60°C
por 1 min e 1 ciclo a 60° por 30 segundos. Foi usado equipamento QuantStudio™ 5 System
Invitrogen Thermo Fisher. As sondas de cada SNP foram da marca Thermo Fisher (Rack
ID7446150-2) e tinham duas sequéncias marcadas com um corante VIC/FAM diferentes para
os polimorfismos C/T, respectivamente. Esta técnica permite a identificagdo dos seis gendtipos
possiveis: €2/€2; €2/e3; e2/e4; €3/€3; €3/€4; e e4/e4, de acordo com a combinagdo de
fluorescéncia detectada para cada posi¢ao. Assim, €2 seria apenas a detec¢do de fluorescéncia
FAM; €3 apresentaria FAM para 15429358 ¢ VIC para deteccao de fluorescéncia de rs7412 e;
€4 seria apenas detec¢do de VIC para ambos os SNPs vide figura S.

Figura 5 . Fluorescéncia para defini¢ao de isoformas de Apoe

APOE3:

Apo e2: Apoed:

Detecta
fluorescéncia VIC
em SNP 429358 e

7412

Detecta
fluorescéncia
FAM em SNP
429358 ¢€ 7412

Detecta
fluorescéncia

4.9 Dados antropométricos

Os participantes foram pesados sem sapatos e com roupas leves em balanca de
plataforma da marca Welmy w200a com capacidade para 200 kg. A altura foi aferida com os
pacientes descalcos e eretos, com os pés paralelos e com calcanhares, tronco, e cabeca tocando
o estadidmetro (acuracia de 0,5 cm). O IMC foi calculado com o peso (kg) dividido pelo
quadrado da altura (m) [IMC=peso(kg)/altura(m?)](136). Seguindo o padrio da OMS, foram
considerados eutréficos aqueles com IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?, com sobrepeso se IMC>25
a29,9kg/m?, e com obesidade aqueles com IMC maior ou igual a 30 kg/m? (137). Os pacientes

foram classificados em: pacientes com obesidade, sobrepeso e eutroficos (136).

4.10 Questionarios e banco de dados
Os dados coletados e constantes no projeto atual foram coletados pela equipe da Prof.?
Dra. Ana Maria Caetano de Faria e sdo: classificagdo clinica para COVID-19; score da WHO

para gravidade, desfecho clinico (6bito, alta hospitalar ou perda de seguimento), idade, género,
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autorrelato de cor da pele (que geralmente ¢ referido como etnia), duragdo da doenca (dias),
IMC (eutrofico, sobrepeso ou obesidade), estado vacinal, comorbidades (classificadas em

ausentes, 1, 2 ou 3 ou mais) e tempo de internacao (dias).

4.11 Dosagem das citocinas inflamatodrias

Os mediadores plasmaticos foram medidos usando plasma heparinizado para detecgao
e quantificacao de analitos para 280 individuos de Belo Horizonte- MG, Brasil. A técnica de
imunoensaio magnético realizada com o equipamento Luminex (Bio-Plex® 200, Bio-Rad) ¢ kit
Bio-Rad Laboratories (Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard) foram utilizados, seguindo
protocolos de armazenamento e processamento padronizados pelo Grupo Integrado de Pesquisa
com Biomarcadores (GIPB) (IRR-FIOCRUZ/MG). A temperatura de -80°C foi utilizada para
transporte ¢ armazenamento das amostras. O software Bioplex™ xPONENT versao 3.1 (Bio-
Rad) foi usado para analisar o seguinte painel: IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), IFN-y e
TNF. O painel de mediadores e suas configuracdes padrao sdo apresentados na tabela 2 a seguir:

Tabela 2. Citocinas analisadas, sua porcentagem de detec¢cio e configuracoes padrao.

Citocina Porcentagem de deteccio  Configuracio padrio (pg/ml)
IFN-y 95.78 4.495
IL-10 99.33 26.569
IL-12(p70) 99.33 19.101
IL-1p 98.67 1.013
IL-4 98.00 1.588
IL-6 99.11 7.980
TNF 85.78 53.044

4.12 Dosagem de perfil lipidico, hemograma e proteina C reativa

A medida do perfil lipidico foi feita segundo método enzimatico usado no laboratorio
de andlises clinicas Hermes Pardini. Os resultados foram apresentados pelos pacientes e feita a
coleta desses dados para o banco de dados no Excel. Foi feito o uso da Férmula de Friedewald

para o calculo do LDL. O hemograma foi realizado no laboratério Hermes Pardini com analise
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automatizada com analisador hematoldgico modelo Hematoclin 5.2-R16646 e a proteina C

reativa ultrasensivel foi obtida por teste imunoturbidimétrico usando o Kit K059 Bioclin.

4.13 Analise estatistica

As variaveis continuas foram avaliadas quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, tendo todas sido classificadas como nao-paramétricas e expressas como mediana
(minimo e maximo). Para comparacdo entre grupos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney.
As demais variaveis foram expressas como n (%) e comparadas por meio do teste de Qui-
quadrado ou Teste Exato de Fisher (quando as frequéncias minimas esperadas foram menores
do que cinco). A correlagdo de Spearman foi utilizada para avaliar o coeficiente de correlagido
entre todas as variaveis. A regressao logistica binomial foi utilizada para identificar varidveis
associadas a classificagdo clinica da COVID-19 (leve ou moderada/grave), em modelos
univariados e multivariados. Para todas as analises, a significancia estatistica foi considerada
quando p<0,05. O software utilizado foi o SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Armonk,
NY), na versdo 22.0.

5. RESULTADOS

As caracteristicas da populagdo total (280 pacientes) eram de um grupo equilibrado com
50,4% do sexo feminino e 49,6 % do masculino, a mediana de idade foi de 41 anos, a mediana
de IMC foi de 26,6 kg/m? e 48,2% da amostra foram diagnosticados com COVID-19, enquanto
os 51,8% restantes tiveram diagnostico de sindrome gripal (SG) (Tabela 3). Nao foi feito o
diagnéstico etiologico das SG. Comorbidades foram relatadas em 43,57% da populagdo total,
41,4% do grupo com sindrome gripal e 45,1% do grupo com COVID-19. As principais
comorbidades relatadas foram hipertensdo arterial sistémica (20,7% da populacdo total),
doencas respiratorias como bronquite, asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica (12,1%),
diabetes mellitus (6,4%) e doencas cardiacas (3,9%). Nao houve diferenca entre os grupos além
da mediana do colesterol total, que foi maior nos portadores do alelo ¢4 de Apo E. Dentre os
pacientes com COVID-19, a maioria apresentou classificacdo clinica leve (65,9%). O desfecho
clinico mais observado foi a alta hospitalar (97,5% da amostra) e a maioria da amostra nao

apresentou comorbidades (55,4%) (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes incluidos no estudo

Variavel Total (n=280)
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Sexo, n (%)
Feminino
Masculino

Idade (anos), mediana (min. — max.)

Idade (adultos e idosos), n (%)
Adulto
Idoso

Etnia segundo cor da pele autorrelatada, n (%)
Branca

Parda

Preta

Amarela

Indigena

Nao identificado

IMC (kg/m?), mediana (min. — max.)

Estado nutricional, n (%)
Baixo peso

Eutrofico

Sobrepeso

Obesidade

Diagnostico, n (%)
COVID-19
Sindrome gripal

Classificacao clinica para COVID-19 (n=135), n (%)

Leve
Moderada
Grave

Desfecho clinico, n (%)
Obito

Alta hospitalar
Desconhecido

Dias de doen¢a, mediana (min. — max.)
Dias de doenca (por faixas), n (%)

1 a 7 dias

8 a 14 dias

Mais de 14 dias

Dias de internaciao, mediana (min. — max.)

141 (50,4)
139 (49,6)

41 (17 - 90)

241 (86,1)
39 (13,9)

68 (24,3)

143 (51,1)

58 (20,7)
7(2,5)
1(0,3)
3(1,1)

26,6 (14,6 — 51,5)

4 (1,4)
96 (34,3)
107 (38.2)
73 (26,1)

135 (48.,2)
145 (51,8)

89 (65,9)
22(16,3)
24 (17,8)

1(0,4)
273 (97,5)
6 (2,1)

5(1—30)

198 (70,7)
56 (20,0)
26 (9,3)

4(1-9)
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Presenca de comorbidade ou doenca cronica, n (%)

Sim 125 (44,6)
Nao 155 (55.4)
Nimero de comorbidades por paciente, n (%)

Sem comorbidades 155 (55,4)
Uma comorbidade 69 (24,6)
Duas ou mais comorbidades 56 (20,0)

IMC: indice de Massa Corporal

Foi observado que as medianas de triacilglicerol, colesterol total, colesterol HDL (HDL-
¢) e colesterol LDL (LDL-c) foram de 113,0 mg/dl, 172,0 mg/dl, 44,0 mg/dl e 100,0 mg/dl,

respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Dados laboratoriais dos pacientes incluidos no estudo

Variavel (n];o;?;l())
Carga viral (Ct), mediana (min. — max.) 22 (13 -37)
Contagem de células e analises séricas, mediana (min. — max.)
Plaquetas (x10*/mm?) 172 (29 — 340)
Proteina C reativa(mg/dl) 4,5(4,0-121,0)
Interleucina-1 beta (IL-10), pg/ml 0,5 (0,01 —226,2)
Interleucina-4 (IL-4), pg/ml 0,7 (0,03 - 109,0)
Interleucina-6 (IL-6), pg/ml 0,8 (0,02 —-1148,6)
Interleucina-10 (IL-10), pg/ml 1,6 (0,04 — 154,2)
Interleucina-12 (IL-12(p70)), pg/ml 0,7 (0,03 —109,0)
Interferon-gama (IFN-y), pg/ml 5,7 (0,07 —109,0)
Fator de necrose tumoral (TNF), pg/ml 9,9 (0,3-932,7)
Triglicerideos, (mg/dl) 113,0 (44,0 — 369,0)
Colesterol total, (mg/dl) 172,0 (104,0 — 288,0)
Colesterol HDL, (mg/dl) 44,0 (24,0 — 85,0)
Colesterol LDL, mg/dl 100,0 (49,0 — 203,0)

Em relacdo as isoformas de Apo E, a maioria dos pacientes era homozigbtica para o
alelo €3 e, dos pacientes restantes, 8,2% tinham pelo menos um alelo €2 e 31,5% tinham pelo
menos um alelo €4 de Apo E. Essa distribui¢do do alelo €4 foi semelhante nos grupos com
sintomas semelhantes aos da gripe (SG) (29%) e COVID-19 (34,1%) (Tabela 5). Observou-se

que apenas 10 individuos (3,6%) apresentaram homozigose para o alelo €4, sendo 7 no grupo



40

com sindrome gripal e 3 no grupo com COVID-19. No entanto, os dados da populacao total e
dos grupos com sindrome semelhante a gripe e da COVID-19 estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg: Populagdo total: X2= 0,7449, p=0,9804; Grupo com sintomas semelhantes aos da
gripe: X2=6,2401, p=0,2835 e grupo com COVID-19: X2= 6,8938, p=0,5648.

Tabela 5. Genotipagem de Apo E de 280 individuos analisados no estudo e nos subgrupos

SG e COVID-19

Populacio Total Sindrome gripal COVID-19
(N=280) (N=145) (N=135)
% (N) % (N) % (N) Valor P*
Distribuicao de alelos de Apo E
€3 78% (437) 82% (237) 78% (210) 0.381
&4 17.5% (98) 17% (49) 18% (49) '
€2 4.5% (25) 1% (4) 4% (11)
Genotipagem de Apo E
€3/€3 60.6% (170) 62.7% (91) 58.5% (79)
€2/e2 0.4% (1) 0% (0) 0.7% (1) 0.771
€3/e2 7.5% (21) 83% (12) 6.7% (9)
€3/e4 27.2% (76) 22.8% (33) 31.9% (43)
ed/e4 3.6% (10) 4.8% (7) 22% (3)
€2/e4 0.7% (2) 1.4% (2) 0% (0)

* Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (quando as frequéncias minimas esperadas foram menores do
que 5)

Quando os individuos foram agrupados em portadores do alelo €4 (genotipos ede4; e4e3
e e4€2) ou ndo portadores (gendtipos €33, €2e2 e €3¢€2), nao houve diferenca entre nenhum dos
parametros analisados, exceto pelo colesterol total que foi maior no grupo portador de €4, como
esperado (Tabela 6). Os dados sobre PCR e citocinas ndo sugerem qualquer influéncia da
presenca do alelo €4 no estado inflamatorio desta populacdo. A frequéncia de teste positivo para
SARSCoV-2 foi semelhante entre os grupos. Cerca de 12% desses individuos haviam sido
vacinados com uma dose da vacina COVID-19 antes do inicio deste estudo e distribuidos de
forma semelhante em grupos de portadores de €4 e ndo portadores. Além disso, foram
analisados os dados excluindo os individuos vacinados, € o resultado permaneceu inalterado
em relacdo a populacao total. Dessa forma, esses individuos foram mantidos na analise

principal.



Tabela 6. Analise de 280 individuos incluidos no estudo de acordo com a presenca do

Citocinas (pg/ml)

alelo &4
Portador do alelo €4
Nio Sim Valor P
Sexo
Masc 51.04% (98) 46.59% (41) 0.5213
Fem 48.96% (94) 53.41% (47)
Idade (anos) 40.5 (7.0-90.0) 42.5 (19.0-80.0) 0.6610
Idade (faixa etaria em anos)
Adultos (18-59) 85.43% (129) 87.50% (56) 0.8637
Idosos (> 60) 14.57% (22) 12.5% (8) '
Cor da pele autorreferida (Classificacdo brasileira)
Pardo 16.14% (31) 22.72% (20)
Preto 42.18% (81) 34,10% (30)
Branco 19,27% (37) 22.72% (20) 0.3211
Outros 2.08% (4) 4.54% (4)
Nao reportado 20.31% (39) 15,91% (14)
IMC (kg/m?) 26.6 (16.0-51.5) 26.7(14.6-45.6) 0.8742
IMC Classificacio®
Baixo peso 1,04% (2) 2,38% (2)
Eutréfico 35,41% (68) 33,33% (28) 0.8450
Sobrepeso 36,97% (71) 38,09% (32) '
Obesidade 26,56% (51) 26,19% (22)
Nimero de Comorbidades
0 56.54% (108) 52.27% (46)
1 25.65% (49) 22.72% (20) 0.1762
2 7.32% (14) 15.90% (14) '
>2 10.47% (20) 9.09% (8)
Perfil lipidico (mg/dl)
Colesterol total 163.0 (104.0-235.0) 179.0(128.0-288) 0.0235
VLDL-c 20.0 (13.0-51.0) 24.5(13.0-44.00  0.0960
LDL-c 93.0 (49.0-155.0) 104.5 (52.0-203.0) 0.1009
HDL-c 42.0 (24.0-65.0) 49.5(30.0-85.0) 0.0717
Triglicérides 101.0 (49.0-354.0) 150.5 (44.0-369.0) 0.0967
Analise bioquimica
Leucdcitos (x10°/mm?) 6.9(1.8-18.3) 7.6(2.2-19.0) 0.2839
Hemoglobina (g/dl) 16.2 (8.7-22.8) 16.1(12.0-21.3) 0.7744
Plaquetas (x1000/mm?) 167.5 (66.0-288.0) 180.0(29.0-340.0) 0.5306
PCR (mg/dl) 8.0 (4.0-153.6) 5.1(4.0-77.0) 0.3040
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IL-1B 0.62 (0.01-203.70) 0.44(0.01-226.30)  0.4039
IL-6 0.85(0.02-1149.0) 0.79(0.09-911.10)  0.7173
TNF 13.33(0.34-932.70)  7.49(1.17-406.80) 0.2275
IL-12 (p70) 0.75(0.03-109.00) 0.52(0.09-10.38)  0.7330
IFN-y 5.82(0.07-109.00) 4.04(0.44-64.88)  0.9485
IL-4 0.66(0.03-109.00) 0.76(0.05-3.69)  0.8113
IL-10 1.68(0.04-154.20) 1.35(0.04-60.91)  0.8950

RT- PCR para SARSCoV-2

Positivo 46,35% (89) 52,27% (46) 0.3701

Negativo 53,65% (103) 47,73% (42) )
Vacinados contra COVID-19

Sim 13.61% (26) 7.95% (7) 0.2314

Nao 86.39% (165) 92.05% (81) ]

Dados em mediana (min-max) ou percentual (n). IMC: Indice de massa corporal. @ baixo peso (IMC<18.5
kg/m?), eutréfico (IMC:18.5-24.9 kg/m?), Sobrepeso (IMC: 25-29.9 kg/m?), obesidade (IMC: >30 kg/m?). Mann-
Whitney para dados apresentados em mediana min-max e Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (quando as
frequéncias minimas esperadas foram menores do que 5) para os resultados apresentados em %(n).Valor P em
destaque: significancia (p<0.05).

O préximo passo foi avaliar se a isoforma Apo E4 poderia influenciar a COVID-19 ou
outras sindromes semelhantes a gripe. Em relagdo ao grupo com sindrome semelhante a gripe,
ndo foram encontradas diferengas entre portadores de €4 e nao portadores (Tabela 7). Nenhum
individuo foi hospitalizado devido aos sintomas, que foram menos graves e intensos do que
aqueles com COVID-19, e também devido a sobrecarga hospitalar na época e ao risco de
contaminagdo pelo SARSCoV-2. No entanto, outras citocinas e o PCR foram semelhantes entre
portadores e ndo portadores de €4, apoiando os resultados da populagao total que ndo mostraram

diferengas no padrdo inflamatério dependente da presenca de €4.

Tabela 7. Analise de 145 individuos com Sindrome Gripal acordo com a presenc¢a do

alelo g4
Portador do alelo 4
Nao Sim
(N=103) (n=42) Valor P
Sexo
Masculino 43% (44) 48% (20) 0,985
Feminino 57% (59) 52% (22)
Idade (anos) 38 (17-86) 45 (19-73)
Faixa etaria
Adulto (18-59) 85,4% (88) 85,7% (36) 0,999
Idosos (>.60) 14,6% (15) 14,3% (6)




Cor da pele autorreferida (segundo a classificacio brasileira) *

Pardo 46% (47) 36% (15)
Preto 21% (22) 29% (12)
Branco 21% (22) 26% (11)
Outro 2% (2) 5% (2)
Nao relatado 10% (10) 5% (2)
IMC (kg/m?) 25,36 (18,3 -51,52) 26,71 (14,6-41,1)
Classificacio do IMC®

Abaixo do peso 1% (1) 5% (2)
Eutréfico 42% (43) 33% (14)
Sobrepeso 36% (37) 38% (16)
Obesidade 21% (22) 24% (10)
Nimero de comorbidades ¥

0 58% (60) 52% (22)

1 21% (22) 24% (10)

2 10% (10) 12% (5)

>2 11% (11) 12% (5)
Perfil lipidico (mg/dl)

Colesterol total 175 (130-217) 233,5 (187-180)
VLDL-c 22,5 (14-51) 23,5 (23-24)
LDL-c 107 (62-132) 152 (101-203)
HDL-c 45 (35-65) 58 (54-62)
Triacilglicerol 126 (61-354) 118 (97-139)
Analise bioquimica

Leucdécito(x103/mm *) 8,5 (3,8-18,3) 9,6 (4,8-19)
Hemoglobina (g/dl) 16 (9,9-18,2) 15,6 (12-21,2)
Plaqueta (x10%/mm *) 185 (71-288) 187 (50-340)
PCR (mg/dl) 19 (4-153,6) 4 (4-4)
Citocinas (pg/ml)

IL- 1b 0,48 (0,01-3,40) 0,28 (0,05-1,3)
IL-6 0,51 (0,02-209,4) 0,45 (0,09-36,34)
TNF 8,96 (0,34-381,2) 4,31 (1,2-53,53)
IL-12 (p70) 0,55 (0,03-35,13) 0,46 (0,09-5,17)
IFN- vy 3,50 (0,18-35,25) 2,92 (0,57-15,14)
IL-4 0,61 (0,16-2,99) 0,46 (0,14-1,75)
IL-10 1,09 (0,04-154,2) 0,89 (0,04-1,75)
Vacinados contra a COVID-19*

Sim 11% (11) 5% (2)
Nao 89% (92) 95% (40)

0,493

0,435

0,276

0,190
0,857
0,381
0,571
0,471

0,262
0,714
0,435
0,151

0,104
0,066
0,091
0,485
0,236
0,060
0,464

0,276

43

Os dados sdo apresentados em mediana (min-max) ou porcentagem e (n). IMC: Indice corporal massa.# segundo

o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (https://www.ibge.gov.br), @ baixo peso (IMC < 18,5 kg/m 2,

eutrofico (IMC: 18,5-24,9 kg/m 2, sobrepeso (IMC: 25-29,9 kg/m ?), obesidade (IMC: > 30 kg/m 2). Teste U de
Mann-Whitney para dados apresentados em mediana min-max e Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (quando
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as frequéncias minimas esperadas foram menores do que 5) para os resultados apresentados em %(n). Valor de p
em negrito: significancia estatistica (p < 0,05). ¥ As principais comorbidades em ¢ 4 ndo portadores € ¢ 4
portadores, respectivamente, foram hipertensao (23,8% e 19,4%), doengas respiratorias (10,7% e 14,3%),
diabetes (7,8% ¢ 2,38%), doengas cardiovasculares (6,8% e 9,5%). * 5 pacientes receberam 2 doses, 5 receberam

apenas 1 e 3 ficaram indecisos. Destes, 4 pacientes foram vacinados com AstraZeneca, 4 com CoronaVac (da
Fiocruz , Brasil), 2 receberam Pfizer e 3 ficaram indecisos.

Na Tabela 8 foram comparados somente os pacientes com COVID-19, de acordo com

a presenca ou auséncia do alelo €4. Assim como encontrado na populagdo total e no grupo

Sindrome gripal, ndo houve diferencas nos parametros analisados (exceto pelo colesterol total),

incluindo estado inflamatorio (Tabela 8).

Tabela 8. Analise de 135 individuos com COVID-19 de acordo com a presenc¢a ou nao do

alelo €4
Portador de alelo €4
Variavel Nao Sim Valor p

(n=90) (n=45)
Sexo, n (%)
Feminino 36 (40,0) 24 (53,3) 0.148
Masculino 54 (60,0) 21 (46,7) ’
Idade (anos), mediana (min. — max.) 44 (18 — 90) 39 (23 - 80) 0,208
Idade (adultos e idosos), n (%)
Adulto 76 (84,4) 41 (91,1) 0.421
Idoso 14 (15,6) 4(8,9) ’
Racga/etnia, n (%)
Branca 20 (22,2) 13 (28.9)
Parda 54 (60,0) 20 (44,4)
Preta 14 (15,6) 10 (22,2) 0,329
Amarela 2(2,2) 1(2,2)
Indigena 0 (0,0) 1(2,2)
IMC (kg/m?), mediana (min. — max.) 27,5(16,0-41,2) 26,9 (18,7 —45,6) 0,763
Estado nutricional, n (%)
Baixo peso 1(1,1) 0(0,0)
Eutrofico 25 (27,8) 14 (31,1) 0.800
Sobrepeso 35(38.,9) 19 (42,2) ’
Obesidade 29 (32,2) 12 (26,7)
Classificacao clinica para COVID-19, n (%)
Leve 56 (62,2) 33(73,3)
Moderada 16 (17,8) 6 (13,3) 0,433
Grave 18 (20,0) 6 (13,3)
Desfecho clinico, n (%)
Obito 1(1,1) 0 (0,0) 0.531
Alta hospitalar 86 (95,6) 42 (93,3) ’
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Desconhecido

Dias de doen¢a, mediana (min. — max.)

Dias de doenca (por faixas), n (%)
1 a7 dias

8 a 14 dias

Mais de 14 dias

Dias de internaciao, mediana (min. —
max.)

Presenca de comorbidade ou doenca
cronica, n (%)

Sim

Nao

Nimero de comorbidades por
paciente, n (%)

Sem comorbidades

Uma comorbidade

Duas ou mais comorbidades

Carga viral (Ct), mediana (min. —
max.)

Contagem de células e analises
séricas, mediana (min. — max.)
Plaquetas (x10°/mm 3)

Proteina C reativa(mg/dl)
Interleucina-1 beta (IL-1), pg/ml
Interleucina-4 (IL-4), pg/ml
Interleucina-6 (IL-6), pg/ml
Interleucina-10 (IL-10), pg/ml
Interleucina-12 (IL-12(p70)), pg/ml
Interferon-gama (IFN-y), pg/ml
Fator de necrose tumoral (TNF), pg/ml
Triglicerideos, (mg/dl)

Colesterol total, (mg/dl)

Colesterol HDL, (mg/dl)

Colesterol LDL, (mg/dl)

Vacinacao contra COVID-19

Sim

Nao

3(3,3)
7(1-18)

52 (57.8)
29 (32,2)
9 (10,0)

3(1-9)

42 (46,7)
48 (53,3)

49 (54,4)
27 (30,0)
14 (15,6)

22 (13 - 35)

149 (66 — 232)
6,0 (4,0 — 121,0)
0,7 (0,01 —203,7)
0,8 (0,03 — 109,0)
2,4 (0,03 - 1148,6)
2,6 (0,04 — 109,0)
0,8 (0,03 — 109,0)
8,0 (0,07 — 109,0)
15,9 (0,4 — 932,7)
100,0 (49,0 — 274,0)
162,0 (104,0 — 235,0)
42,0 (24,0 — 61,0)
92,0 (49,0 — 155,0)

16.9% (15)
83.1% (74)

3(6,7)
6(2-19)

29 (64,4)
12 (26,7)
4 (8,9)

5(2-7)

21 (46,7)
24 (53,3)

24 (53,3)
10 (22,2)
11 (24,4)

22 (15— 26)

168 (29 — 287)
4,0 (4,0 — 77,0)
0,7 (0,01 — 226,2)
0,8 (0,05 - 3.7)
2,9 (0,2-911,1)
3,2 (0,2 - 60,9)
0,7 (0,09 — 10,4)
7,2 (0,4 — 64.9)
9,9 (1,2 — 406,7)
163,5 (44,0 — 369,0)
176,0 (128,0 — 288,0)
46,5 (30,0 — 85,0)
104,5 (52,0 — 183,0)

10.9% (5)
89.1% (41)

0,606

0,765

0,643

1,000

0,377

0,437

0,235
0,438
0,947
0,300
0,910
0,508
0,950
0,972
0,678
0,060
0,029
0,102
0,123

0.448

Dados apresentados como n (%) ou mediana (min-max) ou nimero de individuos (% total), IMC: Indice de
massa corporal. Classificagdo do IMC @ baixo peso (IMC <18.5 kg/m?), eutrofico (IMC:18.5-24.9 kg/m?),

sobrepeso (IMC: 25-29.9 kg/m?), obesidade (IMC: >30 kg/m?). Ct: cycle threshold na RT-PCR. Interleucina

(IL); IFN-y: Interferon-gamma. TNF: Fator de necrose tumoral. Mann-Whitney para dados apresentados em

mediana min-max e Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (quando as frequéncias minimas esperadas foram

menores do que 5) para os resultados apresentados em %(n). Valor P em negrito: significancia estatistica
(p<0.05). ¥ Principais comorbidades em ndo portadores do alelo €4 e em portadores do €4 respectivamente

foram hipertensao (22.5% e 15,2%), doencas respiratorias (15.7% e 10.9%), diabetes (4.5% e 4.3%), e doengas
cardiovasculares (4.5% e 13%). * 16 pacientes receberam 1 dose, 1 recebeu apenas 2 doses, 1 recebeu 4 doses e
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2 ndo tinham certeza. Destes, 9 pacientes foram vacinados com AstraZeneca, 6 com CoronaVac (da Fiocruz,
Brasil), 1 recebeu Pfizer e 4 ndo tinham certeza.

Em seguida, foram analisadas as correlagdes entre as varidveis estudadas na amostra
total. O gendtipo Apo E nao foi significativamente correlacionado com nenhuma das varidveis
avaliadas. Os dias de doenca, por sua vez, foram positivamente correlacionados com a idade,

numero de comorbidades e niveis de quase todas as citocinas, exceto IL-4 (Tabela 9).

Tabela 9. Principais correla¢oes entre APOE e Dias de doenc¢a com as caracteristicas
sociodemograficas, clinicas e laboratoriais no total de pacientes do estudo

Genotipo de Apo E Dias de doenca

coeficiente valor p coeficiente valorp
Sexo 0,057 0,346 0,022 0,719
Idade 0,042 0,486 0,242 <0,0001
Cor da pele autorrelatada -0,017 0,778 -0,006 0,926
Indice de massa corporal 0,047 0,440 0,099 0,100
Genotipo de Apo E - - 0,043 0,591
Dias de Doenca -0,015 0,805 - -
Numero de comorbidades -0,015 0,802 0,178 0,003
Proteina C reativa -0,029 0,844 0,082 0,569
IL-1p -0,006 0,942 0,227 0,004
IL-4 -0,086 0,283 0,088 0,268
IL-6 0,016 0,839 0,338 <0,0001
IL-10 0,043 0,591 0,388 <0,0001
IL-12 (p70) 0,108 0,175 0,305 <0,0001
IFN-y -0,010 0,898 0,266 0,001
TNF 0,084 0,336 0,304 <0,0001

Concentragdo de Interleucina (IL), IFN- vy (Interferon-gama). TNF: (Fator de necrose tumoral). PCR: Proteina C-
reativa. Correlagcdo de Spearman. Valor de p em negrito: significancia estatistica (p<0,05).

Quando os pacientes com COVID-19 foram analisados separadamente, a presenca do
alelo €4 nao foi correlacionada com nenhuma varidvel clinica (classificagdo da COVID-19,
desfecho clinico, dias de doenga, nimero de comorbidades, dias de hospitalizagdo e carga viral),

exceto com o colesterol total (Tabela 10). No entanto, a gravidade da COVID-19 foi
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negativamente correlacionada com o valor de Ct e positivamente correlacionada com o género

(maior gravidade em homens), idade, IMC e niveis de PCR, IL-6, IL-10 e IL-12 (Tabela 10).

Tabela 10. Correlagdes entre caracteristicas sociodemograficas, clinicas e laboratoriais
de pacientes com COVID-19

Presenca do alelo € 4

Coeficiente de

Gravidade da COVID-19

Coeficiente de

Correlacao Valor P Correlacao Valor P
Género 0,126 0,144 0,273 0,001
Idade 0,109 0,209 0,196 0,023
IMC 0,026 0,765 0,319 <0,0001
Presenca do alelo € 4 0,111 0,200
Gravidade da
COVID-19 0,111 0,200
Ct Valor 0,167 0,426 -0,410 0,042
Dias de Doenca 0,045 0,608 0,502 <0,0001
mero ¢ 0,027 0,758 0,071 0,413
PCR 0,117 0,444 0,449 0,002
IL-1B 0,007 0,947 0,123 0,236
IL-4 0,107 0,303 -0,152 0,141
IL-6 0,012 0,910 0,257 0,011
IL-10 0,068 0,511 0,357 <0,0001
IL-12 (p70) 0,006 0,951 0,423 <0,0001
IFN-y 0,004 0,973 0,146 0,154
TNF 0,046 0,680 0,197 0,076
Triacilglicerol 0,260 0,060 -0,051 0,718
Colesterol total 0,303 0,027 -0,051 0,718
HDL- colesterol 0,227 0,102 0,115 0412
LDL- colesterol 0,214 0,124 -0,088 0,530

IMC: indice de Massa Corporal. IL-1 B : Interleucina-1 beta. 1. IL-4: Interleucina-4. IL-6: Interleucina-6. IL-10: Interleucina-
10. IL-12: Interleucina-12. IFN- y: Interferon-gama. TNF: Fator de necrose tumoral. PCR: Proteina C-reativa. Correlacdo de
Spearman. Valor de p em negrito: significancia estatistica (p<0,05).

Nas andlises univariada ou multivariada, as chances de desenvolver formas mais graves

de COVID-19 nao foram significativamente alteradas pela presenca do alelo € 4 (Tabela 11).

No entanto, revelou-se que homens com IMC mais alto tém maior chance de desenvolver

COVID-19 moderada/grave (OR: 3,32 e 1,16, respectivamente); enquanto niveis mais altos de

IL-4 diminuem a chance (OR: 0,49) de estar no grupo mais grave. Na analise multivariada,
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incluindo no modelo sexo, idade, IMC, nimero de comorbidades e nivel de IL-4, a chance de
homens com IMC mais alto desenvolverem doenga moderada ou grave foi ainda mais
significativa (OR: 5,53 e 1,17, respectivamente). Além disso, também foi descoberto que
quanto maior o numero de comorbidades, maior a chance de COVID-19 moderada/grave (OR:
4,10). Mais uma vez, o nivel de IL-4 foi o tnico fator de protecdo que reduziu as chances de

formas mais graves de COVID-19 (OR: 0,34).

Tabela 11. Razoes de chances de dados brutos e ajustados para gravidade clinica da

COVID-19 aplicando regressao logistica binomial.

Moderado / Grave Moderado / Grave
Leve Dados brutos Ajustado *
(referéncia) ) p (1€ 95%) Valor P OR (IC 95%) Valor P

Portador do Alelo 1

e 0,59 (0,27-1,31) 0,201

Sexo masculino 1 3,32 (1,52-7,23) 0,003 5,53 (1,45-21,04) 0,012
Idade 1 1,02 (0,99-1,05) 0,076

IMC 1 1,16 (1,07-1,25) <0,001 1,17 (1,05-1,32) 0,006
Comorbidades 1 1,83 (0,89-3,75) 0,101 4,10 (1,13-14,91) 0,032
PCR 1 1,14 (0,94-1,39) 0,179

Colesterol total 1 0,99 (0,96-1,02) 0,591

LDL-c 1 0,98 (0,94-1,03) 0,468

IL-1p 1 0,99 (0,97-1,00) 0,064

1L-4 1 0,49 (0,29-0,86) 0,013 0,34 (0,16-0,69) 0,003
IL-6 1 1,00 (0,99-1,00) 0,725

IL-10 1 1,00 (0,97-1,03) 0,948

IL-12 1 0,99 (0,94-1,04) 0,619

IFN-vy 1 0,99 (0,97-1,02) 0,698

TNF 1 0,99 (0,99-1,00) 0,612

* Regressao logistica binomial. Modelo ajustado :sexo, IMC, nimero de comorbidades e 11-4.0R odds ratio, IC:
intervalo de confianga de 95%. IMC: Indice de Massa Corporal. IL-1 p : Interleucina-1 beta. IL-4: Interleucina-4.
IL-6: Interleucina-6. IL-10: Interleucina-10. IL-12: Interleucina-12. IFN- vy : Interferon-gama. TNF : Fator de
necrose tumoral. PCR: Proteina C-reativa . Valor de p em negrito: significancia estatistica (p<0,05).

O artigo referente a este estudo ja foi publicado na revista Journal of Medical

Microbiology (Anexo 1).
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6. DISCUSSAO

Este estudo investigou se a frequéncia de gendtipos contendo o alelo €4 estava
relacionada a maior gravidade de sindromes semelhantes a gripe e COVID-19. Foi também
examinado se a presenca do alelo €4 estava associada a uma resposta inflamatoria aumentada
em sindromes semelhantes a gripe e na COVID-19. Os resultados ndo mostraram nenhuma
diferenca na frequéncia do alelo €4 na populagdo total estudada assim como nos grupos de
pacientes que testaram negativo (SG) ou positivo para COVID-19. A unica excec¢do observada
naqueles portadores do alelo 4 foi seu impacto nos niveis de colesterol, corroborando o que ja
havia sido mostrado em estudos prévios (6, 138, 139).

Viérios estudos abordaram a associacao entre a presenca do alelo €4 e a incidéncia ou,
em menor propor¢do, na gravidade da COVID-19 (79, 90, 140). A incidéncia ndo foi avaliada
no presente estudo, pois todos os individuos apresentaram sintomas semelhantes aos de
COVID-19. Em vez disso, o estudo foi direcionado a gravidade da doenga. No entanto,
observamos que entre os individuos com sintomas gripais, a frequéncia do alelo €4 ndo foi
diferente naqueles positivos ou negativos para COVID-19 pelo teste de RT-PCR. Além disso,
a distribuigdo do gendtipo de Apo E no presente estudo estava no equilibrio de Hardy-
Weinberg, sugerindo uma distribui¢do semelhante a esperada. A frequéncia do alelo €4 varia
de acordo com a regido do mundo, sendo mais frequente em africanos (30 a 40%) do que em
europeus (7 a 20%) e asiaticos (5 a 15%) (12). Ha pesquisas limitadas sobre genotipagem de
Apo E no Brasil, com a maioria dos estudos focando na populagdo idosa. No entanto, a
prevaléncia do alelo €4 varia entre 9% e 32%, dependendo da regido do pais (13-15, 141). Essa
distribuicao também ¢ comparavel a populacao britanica incluida no biobanco do Reino Unido
(142). Em relagdo a influéncia da Apo E na gravidade da COVID-19, uma meta-anélise de Chen
e colaboradores (140) concluiu que a Apo E4 estava ligada a gravidade da COVID-19 com base
em 5 estudos publicados. Um foi realizado na populacgdo brasileira e compreendeu individuos
com manifestagdes neuroldgicas de COVID-19 longa (143), o que difere um pouco da
populagdo do nosso estudo que nao abordou casos de COVID-19 longa. Os resultados nao
mostraram diferengas significativas entre os grupos em relagdo aos genotipos ou alelos
especificos. Kuo e colaboradores publicaram estudos sobre a associagdo entre as isoformas de
Apo E e COVID-19 com base no registro do UK Biobank (UKB) (79, 81). O UKB ¢ uma coorte
comunitaria com idade no momento do estudo de Kuo entre 48 ¢ 86 anos. Naquela época, os

testes laboratoriais de COVID-19 na Inglaterra eram restritos a pacientes hospitalizados com



50

sinais clinicos de infec¢do e, portanto, a positividade do teste era considerada um marcador de
infeccdo grave por COVID-19. Eles encontraram um risco 2 vezes maior de COVID-19 grave
para aqueles portadores do genotipo e4/e4 versus €3/e€3 (8) e um aumento de 4 vezes na
mortalidade apds teste positivo para COVID-19 (9), independentemente de condigdes pré-
existentes, como deméncia, doenga cardiovascular e diabetes tipo 2. No entanto, ¢ importante
observar que os resultados de Kuo e colegas sdo validos apenas para o genotipo €4/e4 e obtidos
em uma populacdo mais velha (média de 68 anos) do que no presente estudo (40,5 anos).
Nenhuma associacdo de gravidade ou mortalidade de COVID-19 foi observada em portadores
de €3/e4 no estudo de Kuo. No presente estudo, apenas 10 individuos (3,5%), sendo apenas 3
no grupo COVID-19 (2,2%), foram genotipados como e4/e4, uma distribui¢do percentual
semelhante ao UKB. No entanto, devido ao menor tamanho da amostra no presente estudo, nao
foi possivel explorar adequadamente o efeito do €é4 como homozigoto na gravidade da COVID-
19. No entanto, encontramos mais ¢4 homozigotos no grupo negativo para COVID-19 (4,8%)
do que no positivo (2,2%). Os resultados do UKB sugerem que ndo ha efeitos de dosagem
genética e enfatizam que herdar duas copias €4 ¢ necessario para adquirir esse risco genético
(144). Como mais de 90% dos portadores de €4 no presente estudo eram heterozigotos,
podemos assumir que os achados deste estudo estao de acordo com os de Kuo e colaboradores,
apoiando a ideia de que o genétipo €3/e4 ndo ¢ um fator relevante para a gravidade da COVID-
19.

Como a isoforma Apo E ndo estava relacionada a COVID-19 no presente estudo, outros
possiveis fatores que influenciam a gravidade foram avaliados. Em relacdo a outros fatores de
risco, foi observado que a duracdo da doenca estava relacionada a idade, numero de
comorbidades e marcadores inflamatorios. A andlise multivaridvel revelou que as chances de
desenvolver formas mais graves de COVID-19 ndo estavam associadas a isoforma Apo E, mas
aumentaram em individuos do sexo masculino mais velhos com IMC mais alto e maior nimero
de comorbidades. Essa andlise de regressdo encontrou uma razdo de chances OR = 5,56
apontando que homens tém mais chances de desenvolver doenca moderada ou grave. Essa
descoberta est4 alinhada com estudos anteriores que destacam uma associa¢ao mais forte entre
a gravidade da COVID-19 e a mortalidade em homens (145, 146), atribuida a um perfil mais
pro-inflamatorio no sexo masculino. No entanto, a intensidade dessa diferenca varia de acordo
com a idade (147). O gene da ECA2, alvo para o SARS-CoV-2, esta localizado no cromossomo
X, sugerindo que o sexo pode influenciar a suscetibilidade e a gravidade da doenga (148).

Variacdes na metilagdo do cromossomo X podem levar a inativagdo do gene ECA2, com
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estudos indicando que o sexo pode afetar a metilagdo aberrante do promotor ECA2,
potencialmente explicando por que os homens correm maior risco de COVID-19 (149). Os
padrdes de metilagdo também podem diferir entre cromossomos sexuais € Cromossomos
autossomicos a medida que os individuos envelhecem(150). Os idosos enfrentam maiores
riscos de gravidade e morbidade da COVID-19, e os homens, independentemente da idade, t€ém
maior risco de mortalidade (151). Historicamente, diferencas de sexo foram observadas em
relacdo a gravidade para véarias infec¢des por virus (150), sugerindo potenciais fatores
biologicos em jogo. Além disso, diferengas na resposta imunologica entre homens e mulheres
podem contribuir para essas disparidades. Apoiando essa noc¢do, um modelo murino de
COVID-19 mostrou que os do sexo masculino eram mais suscetiveis a infec¢do pelo
Coronavirus, exibindo maior carga viral e aumento das respostas inflamatorias pulmonares
(152).

Mais de 50% da populacdo neste estudo estava com sobrepeso ou obesidade, € no grupo
COVID-19 o IMC mais alto foi associado a maiores chances de resultados graves da doenga.
A obesidade contribui para manifestagdes mais graves da COVID-19, e além disso, maiores
taxas de mortalidade sdo observadas em individuos com obesidade, particularmente aqueles em
terapia intensiva (126) e pacientes jovens (128). Estudos anteriores que avaliaram a associagdo
entre IMC e COVID-19 indicam que pacientes com IMC>40kg/m? apresentam maior
morbidade (129-131), e aqueles com IMC>45kg/m? tém uma razdo de chances de 4,18 para
casos graves, mesmo apos o ajuste para comorbidades(129). Esse risco aumentado estd
relacionado a fatores como fisiologia pulmonar restritiva, apneia do sono, diabetes e
dislipidemia, juntamente com disfun¢do imunoldgica e inflamag¢do aumentada(132). Além
disso, o tecido adiposo excessivo tem alta expressdo do receptor ECA 2, facilitando a entrada
do SARS-CoV-2 e potencialmente servindo como um reservatorio viral, o que pode prolongar a
disseminagdo da infecgao(133).

Comorbidades foram observadas em 45% da populagao total e 53% do grupo COVID-
19. O nlimero de comorbidades aumentou as chances de COVID-19 moderada/grave (OR: 4,1).
Este ¢ um fator de risco bem conhecido observado em varios estudos anteriores (153-155).
Como visto no presente estudo, hipertensdo, doencas respiratorias, diabetes e doencas
cardiovasculares sdo as comorbidades mais frequentemente associadas relacionadas a
hospitaliza¢do e mortalidade (156).

A andlise de regressao multivariada também identificou a IL-4 como o tnico fator ligado
a redugao da chance de desenvolver manifestacdoes mais graves da doenga OR: 0,34. O papel

preciso da IL-4 na progressdo da COVID-19 permanece obscuro. Embora alguns estudos ndo
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tenham encontrado uma correlagdo entre IL-4 ¢ o curso desta doenga (60, 157-159), outros
concordam com este resultado(53, 160-162), sugerindo que a IL-4 poderia ser reduzida por
meio da resposta Th2 em pacientes em recuperagdo da infeccdo por COVID-19. A IL-4 pode
estar envolvida na resolucao da infeccdo por COVID-19, atuando no mecanismo de reparacao
induzido pela ativagao de macrofagos M2 desencadeados pela resposta Th2 e linfocitos TCD4+.
A IL-4 também pode influenciar a diferenciacdo de células T em respostas do tipo Thl e Th2 (
estimulando Th2 e inibindo a Thl), modulando a proliferacdo e producdo de citocinas em
linfécitos CD8+, atuando no processo de resolugao da COVID-19 (161). A IL-4 inibe a
producdo do interferon Thl e Th-17, reduzindo a hiperinflamacdo na COVID-19 grave e
ajudando no processo de resolucdo da doenga. Os autores também encontraram uma diferenga
nos niveis de IL-4 relacionados a gravidade da COVID (53, 161) e duragdo ao longo de dez
dias da doenga (162).

O resultado da analise de correlag@o confirmou que o aumento de citocinas inflamatorias
(IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y) e a citocina anti-inflamatoria IL-10 estdo associadas a um risco
maior de doenca mais grave no presente estudo. Citocinas pro-inflamatoérias como IL-1f, IL-6,
IFN-y e TNF sao secretadas principalmente por células Thl, macrofagos ativados e células
dendriticas, desempenhando papéis na ativacdo de células imunes. Células T reguladoras
(Tregs), células Th2, macrofagos ativados e mondcitos sdo as principais fontes de citocinas
anti-inflamatoérias como IL-4 e IL-10 examinadas neste estudo. Outros estudos encontraram a
associacao entre IFN-y (162), TNF(64, 163, 164) e das citocinas IL-6(60) e IL-10 com a
gravidade e maior mortalidade da COVID-19(56). Sabe-se que a IL-6 ¢ um mediador
inflamatorio com natureza pleiotrdpica, altamente produzido durante o estdgio inicial da
inflamacdo e ativa multiplos reagentes inflamatérios de fases agudas. Em pacientes com
COVID-19, a IL-6 ¢ produzida em resposta a antigenos de varios tipos de células imunes, e
uma série de estudos clinicos mostraram que o nivel sérico de IL-6 circulante foi
significativamente mais alto entre os pacientes com COVID-19 do estagio grave ao critico(165-
167). A IL-10 exerce efeitos anti-inflamatoérios que controlam respostas imunes graves do
hospedeiro em relagdao aos antigenos, reduzindo multiplas funcdes de células T e células NK.
No entanto, a desregulacdo na concentragdo de IL-10 pode influenciar a resposta imune ¢ a
gravidade de pacientes infectados por SARS-CoV-2(168). Niveis aumentados de IL-10 estdo
associados a aumento de expressdo de marcadores de exaustdo de células T, como o PD-1 e
Tim-3, em pacientes com COVID-19 podendo desencadear consequentemente uma capacidade
prejudicada de eliminar infecgdes virais, especialmente em individuos gravemente

afetados(169). Varios estudos mostraram evidéncias de que tanto a IL-6 quanto a IL-10 estdo
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positivamente relacionadas a gravidade e mortalidade da COVID-19(168, 170, 171). Uma
metanalise encontrou associacdo de aumento de TNF e gravidade da COVID-19 em 6 estudos
envolvendo 956 pacientes(170). O TNF em conjunto com a IL-6 e II-10 pode provocar a
linfopenia encontrada em casos graves de COVID-19 devido a sua efeitos inibitorios(172).
Sabe-se ainda que a resposta tardia do interferon tipo I (IFN) em infecg¢des por SARSCoV-2 foi
associada a formas graves da doenca (65, 173), resultando em rapida multiplicagdo do virus e
hiperinflamagdo com ativacdo de neutrofilos, mondcitos, macrdofagos, células dendriticas e
“natural killers” nos pulmdes que podem entdo desencadear a tempestade de citocinas. A
linfocitopenia e a tempestade de citocinas pro-inflamatérias podem ser consideradas os
contribuintes mais criticos para os resultados clinicos adversos em pacientes com COVID-19
(170). A 11-12 também pode exercer um papel pro-inflamatério na COVID-19. Produzida por
células apresentadoras de antigenos (como células dendriticas e macrofagos), ela estimula a
produgdo de IFN-y por células NK e linfocitos Thl, promove a diferenciagdo de células T
virgens em cé¢lulas T do tipo Thl e contribui para a ativa¢do de células T citotoxicas (CD8+) e
NK, refor¢ando a imunidade antiviral(174). No contexto da COVID-19 grave, especialmente
nos pacientes que desenvolvem a tempestade de citocinas, pode haver produgdo excessiva ou
desregulada de vdrias citocinas, incluindo a IL-12, IL-6, TNF-o, e IL-1B. Estudos
demonstraram niveis elevados de IL-12 em pacientes com COVID-19 grave contribuindo para
o circuito de amplificagdo inflamatoria(170, 175). Apesar disso, no presente estudo, nas analises
univariada e multivariada a IL-4 foi a unica citocina associada a menores chances de
desenvolver COVID-19 grave. E importante ressaltar que as citocinas apresentam uma grande
variabilidade interindividual e suas func¢des e liberagdo dependem de multiplos sinais,
diferentes alvos celulares, fatores fisiologicos e de estilo de vida. Assim, ¢ particularmente
desafiador avaliar a capacidade diagnostica das citocinas devido a dificuldade de estabelecer
niveis de corte de citocinas (176).

Uma correlagdo fraca, mas significativa, foi observada entre a gravidade da COVID-19
e a idade. Além da prevaléncia de comorbidades como diabetes, hipertensdo e doencas
cardiovasculares e renais em idosos, o declinio na depuracdo de particulas inaladas das
pequenas vias aéreas com a idade (177) pode contribuir para a maior prevaléncia de doengas
respiratorias em idosos. A fungao ciliar alterada pode dificultar a remogao eficaz do SARS-CoV-
2 (178). Além disso, o tamanho das vias aéreas superiores diminui com a idade. Essa mudanca
¢ mais pronunciada em homens e individuos com obesidade (179), e o0 aumento do volume da
cavidade nasal bem como a diminui¢ao da resisténcia nasal em adultos mais velhos (180)podem

explicar a maior prevaléncia de COVID-19 nessa populagdo. A COVID-19 também interrompe
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e resregula o sistema renina-angiotensina-aldosterona ao ligar sua proteina spike ao receptor
ECA2, prejudicando sua fungdo original de producdo da angiotensina 1-7 com efeitos
antinflamatodrios e vasodilatarores, em contraregulagao da angiotensina Il que tem , portanto
seus efeitos exacerbados como inflamagao, trombose e vasoconstri¢ao, mecanismos que levam
a um quadro clinico mais grave na COVID-19. Niveis mais baixos de ECA2 em pacientes
idosos estdo associados a gravidade da COVID-19 (181) pois com menos ECA2 disponivel, e
ainda ocupada pelo virus, ocorre a hiperinflamacao provocada pelos efeitos exacerbados da
angiotensina II. Consequentemente, pacientes idosos frequentemente apresentam sintomas
mais agressivos de COVID-19 e correm maior risco de desenvolver sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA) (182, 183). Do ponto de vista imunoldgico hd uma tendéncia a
redugdo e disfuncao dos linfocitos T reguladores com o envelhecimento(184) e essa alteracao
também pode ser encontrada nos individuos portadores de obesidade(185). Estudos apontam
que os pacientes idosos com COVID-19 grave tem mais disfun¢do de linfocitos(186). E isso

poderia explicar a correlacdo da idade avangada com a gravidade da doenga.

7. CONCLUSAO

Nossos achados indicam que o alelo €4 nao afeta as caracteristicas clinicas das
sindromes semelhantes a gripe e ndo ¢ crucial na progressao clinica da COVID-19. Analisando
outros fatores envolvidos especificamente na gravidade da COVID-19, descobrimos que o
indice de massa corporal, o sexo masculino e o numero de comorbidades associadas foram os
fatores que aumentaram a chance de desenvolver uma forma mais grave de COVID-19. Ao
mesmo tempo, a IL4 foi o unico fator que reduziu as chances das formas mais graves. Os

principais achados foram ilustrados na figura 6.
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Figura 6. Principais conclusdes do estudo
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8. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Este estudo tem algumas limitagdes: ndo exploramos variantes do SARS-CoV-2 e a
possivel influéncia dos alelos Apo E em cada uma delas. Além disso, os individuos no grupo

\

de sindromes semelhante a gripe nao foram submetidos a nenhum teste para avaliar sua
etiologia. Ademais, o pequeno numero de individuos €4/¢4 impediu quaisquer conclusdes sobre
a gravidade da COVID-19 ou outras sindromes semelhantes a gripe para individuos
homozigotos &4. E importante ressaltar que este estudo nio incluiu um acompanhamento mais
longo de pacientes para avaliar a COVID longo (envolvendo varias complica¢des neuroldgicas
que o alelo &4 poderia influenciar). Também ¢ sabido que ha muitos outros polimorfismos
associados a COVID-19 (187-189) e sindromes gripais(190) que nao foram explorados no
presente estudo. Ha também a possibilidade de agrupamento de genes e pleiotropias de Apo E4
que podem mediar multiplas morbidades que podem influenciar sintomas de sindromes gripais
(4). Portanto, estudos futuros sdo necessdrios para determinar se esses aspectos genéticos
podem interferir no perfil de alelos de Apo E e aumentar a gravidade da COVID-19. Apesar
das limitacdes, este estudo ¢ inovador ao considerar a inclusdo de sindromes semelhantes a

gripe no contexto de nossa analise. Geralmente, os estudos de influéncia da Apo E focam na

COVID-19 ou outras sindromes gripais, comparando-as com a populacdo total ndo afetada ou
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restringindo o estudo a apenas um virus. Além disso, a maioria dos estudos publicados foi
retrospectiva, enquanto este ¢ um estudo prospectivo que acompanhou os pacientes durante o
curso da infec¢do e no pico da pandemia de COVID-19. Ha dados limitados ndo apenas sobre
a isoforma Apo E, mas também sobre outros fatores que influenciam a COVID-19 e citocinas
inflamatorias durante a pandemia no Brasil, apesar de sua importancia e gravidade
significativas neste pais, que ocupa o quinto lugar em casos notificados e o segundo em termos
de mortes por COVID-19 no mundo. Isso torna esse trabalho relavante para o levantamento de

dados com populagdes brasileiras.
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The Apoprotein E4 isotype does not affect the severity of
COVID-19 infection and other flu-like syndromes
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Impact of 24 allele on flu-like syndromes. The & zllele has no influsnce on Thu-lke syndrormes, including COVID-19. COVIO-19
saverity was associated with BML male sex, comorbiditios and IL-& levels.

Abstract

Introdection. Apalipoprotain E (Apof], especially the AppEd isatype, is supgested to influence the severity of respiratory viral
infechions; however, this associafion is sl unclear.

Hypothesis. The presence of allale ¢ impacis the development of fiu-fike syndromes.

Aim. This study aimed to evaluate the impact of the Apo E£ soform on the severity and duration of flu-lke syndromes, includ-
ing the coronavirus disease COVID-15.

Methadology. This study comprised 280 individuals prasanting fiu-like symptoms, ail genotyped for ApaE isoforms. Data were
coflected on clinical course, comorbidities, nutritionat status, biochemical and inflammatory markers. SARS-CoV-7 reversa
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transcription PCA results and disease severity (mild, moderate or severs] acoording 1o the World Health Organization criteria.
The individuals were analysed as a whaole and within subgroups based on the SARS-CoV-2- positive (COVIT-19 group) or SARS-
CoV-2-negative {flu-Gke syndrome groupl test.

Results. The frequency of the eb allele was similar across the whole population and in both the COWIO-19 and fiu-like syndrome
subgroups (17 and 18%, respectivelyl. No differences were seen in sex, age range, self-reporied skin colour, body mass index
{BMI). number of comorbidities, vaccination status, hiochemical, cytokine and lipid profiles (excepl for iotal cholesterol) m the
flu-like group when ed allele carrers and non-carriers were compared. in the COVIO-19 group, the &4 allele did not correlate
with disease severity or duration, nurnber af comorbidities or inflammatory biomarkers. While gender distribution was equal
im the overall COVID-1% population, male gender strongly corredated with COVID-19 severity. Multivariate analysis showed that
older individuals, male gender, higher BM1 and the presence of comarbidilies were linked to increased chances of developing
mederate and severs disease. IL-4 was the only factor found to reduce the risk of severe COVID-15.

Conclusion. The presence of one £ alkele showed no association with the duration and severity of flu-like syndromes, includ-
ing COWID-19. Honetheless, SARS-CoV-7-positive individuals tend to be older men with a higher BMI and a tendency o be
overwaight or with abesity. Regarding COVID- 1% severity, BMI, male sex and the number of associated comorbidities were the
factors that increased the chance of developing a more severa form of COVID-19.

INTRODUCTION

Apolipoprotetn E (ApoE) 1s a protein produced in varoos human tissues such as hepatocytes, adipocytes, astrocytes and

of the artertal wall, as well as ghal cells, neurons and some types of epitheital cells. It is associated with Hpoprotein
metabolism and transgaort, as well as vascular, brain and immune system functions [ ]. ApoE is well recognized fior its participa-
tion tn the transport and eflux of hepatic and non-hepatic lipids and the dearance of lipoprotein remmnants. Nonetheless, i 1s
capabie of non-spectfically binding to inflammatory lpophilic components with high affinity, such as beta-amyioid protetn,
lipopalyssccharides, ipoteicholc achds and bela-glucans that lead to the eliminstion of pathogens, which contribute to the innate
immumns response [2].

Humans canexpress 3 woforms of ApoE (e2, £3 and e4). The allelic frequency varies according to the popalation (2, 5-10%; £3,
B5-709%; e4, 15-20%) |3]. Individuals carrying the £ 424 genotype have elevated todal cholestorod, LDL cholesterol and ApoB and
are consequently af greater risk of atherosderosis and cardlovascular disease. They also have about a tenfold increase in the risk
of Alzheimers disease [4] and greater suscepibility to viral, bacterial and parasitic infectons [3].

In recent years, some studies have highhighted the inflwence of ApoE, espectally ApoE4, on the pathogenests of respiratory viral
Infections, Inflnencing the severity and risk of complications and hospitalizations in diseases such as the coronavines disease
COVID- 18 [5-9]. In addition, ApoE interaction with the Innate immune system, particubarly in modulabing maoophage sctivity
and inflammatton, suggests that # may be a crucial factor in determining the outcome of viral diseases. ApoE4 1s linked to an
tncreased susceptibility to infection with herpes stmplex virus type-1 and human immunodefictency virus HIV [ 10, 11]. However,
it protects against hepatitts Cand B vires infection [12).

Regarding viral respiratory diseases, Gao ef al. demonstrated that the defickency of ApoE substantially increased susceptibility
to human influenza virus HINI and the highly pathagentc avtan infleenza viruses (ATV) H3N1 and H7NY i vitro and tn vive
[13]. ApoE-defictent mice exhibited more severe lung pathology, increased viral Inad and decreased survival rates. |l was seen
that the lack of cell-produced ApoE results in impatred ceflular cholesterol homeostasts, enhancing influenza virus binding.

Furthermore, supplementary dats also demonstrated that SARS-CoV-2 infection significantly increased tn ApoE KO Huh? cells
and that the effect of ApoE on SARS-CoV-2 infection was more pronounced than that of ATV infection [13].
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In addition, ApoE interaction with the innate tmmune system, particularly tn modulating macrophape sctivity and inflammation.
suggests that il may be a cructal factor in determining the outcome of viral diseases.

About 30-40% of ApoE production comes from cells such as pnewmocytes [ and 11, which also function as a gatewsy for respira-
tory viruses, including SARS-CoV-2 (RRID-NCEITaxon_2319197), &s these cefls express the angiotensin-converting enzyme 2
{ACEZ) receptor to which the virus binds [14]. ApoE plays an important role in maintaining lung and immuone function against
pathogens. However, an excessive concentration of ApoE can promote inflammasome formation, leading io the development
of severe acute resplratory syndrome and eventual death in COVID-19. ApoE appears to interact with the spike protetn of
SARS-CoV-1 and ACED without soform-dependent binding effects, and ApoE4 can down-regutate ACE? protein expression i
animal models. Consequently. the decrease of Ang [1to Ang 1-7 converston could be a potential mechantsm by which ApoE4
&5 assoctated with increased severtty of COVID-19 [15]. A study of SARS-CoV¥-2 spike proteins 51 and 52 on the inflammatory
respanse in APOES- and APOE4- induced brain endotheltal-Itke cells (IBECs} and astrocytes (LAstrocytes) showed that while
IL-& increase was higher in APOE4 IBECs, IL-6 and IL-3 In APOE4 LAstrocytes were lower compared to APOE3 LAstrocytes
[16]. Maoreover, other studies found that ApoE4 did not predispose to long COVID-19 [17]. Regarding the Brazilian
Oltvelra ef al. found that the ApoE4 allele was assoctated with protection against olfactory dysfunciton in long-COVID- 19
patients | 18]. These studies highlight the lack of consensus on the role of ApoE4 in the progression and severity of COVID-19
and other fu-like syndromes.

AIM AND GAP STATEMENT

The relationship between different ApoE 1sotypes and fiu-ltke syndromes, particalardly in the context of COVID-19, continuwes
to be an active area of reseasch. Studies that deepen the understanding of host—pathogen Interactions and the role of ApoE 1
disease severity are critical. Understanding the effects of ApoE genotypes during ongolng outhreaks of respiratory vimses may
revieal new treatment strateghes that could tmprove patient outcomes and redoce the overall disease burden.

This study aims to assess the posstble interference of the £4 allele on the severity and progresston of flu-ltke syndromes and
COVID-18. By induding only patients who exhibited flu-like symptoms rather than a general population, this study seeks to
mitigate potential biases in the analysis by excluding those kess exposed to environmental contaminations. All participants i
this study expertenced fu-like symptoms that ked them to seelc medical services, allowing an in-depth investigation of disease
severity and progression in individuaks carrying the e4 allele compared to non-carrier ones.

METHODS

CHARACTERISTICS OF THE POPULATION

The present study was conducted in southeastern Brazil, in the capiial of Minas Gerals state, Belo Horzonte. Volunteers interested
in partictpating in the study had imittal contact for blooad collection, anthropometric data, nasal swabs for reverse transcripiion
PCR testing to detect SARS-CoV'-2 and health and symptomatology questionnaires. Biological samples were collected only In this
first comtact Thus, men and women over 18 who presented symiptoms related to influenza syndrome between Movember 2020
and fune 2021 before and at the beginning of the Brazlan government’s provision of the SARS-CoV-2 vaccine were included.
During the collection period, the SARS-CoV-1 strains in circulation in Brazil were the original strain and PL

Al the time of the present study, a cohort of 738 individuals presenting symptoms stmilar to those of influenza and who souwght
care at the assoctated Health Center tn Belo Horlzonte, Minas Gerats, Brazil, was obtained Volunteers who tested posttive for
COVID-19 in the reverse transcription PCR had thetr symploms monitored remotely for 14days, durtng which a symptom
questionnaire was applied to help dassify the severity of these individuals. After the end of the collection, all the information
was combined with the medical records of volunteers wiho were hospitalized or hospitalized at the time of the coflection. Based
on all this information, a classification of patients with COVID-19 was performed into mild, moderate and severe dinkcal forms,
following the parameters of the Severity Score recommended by the World Health Organtzation [ 19].

In this study, individoals with fu-like symptoms and negative COVID- 19 tests had their data collected only at the Iniial visit,
during which blood sameples, buccal swabs and questionnatres were collected, characteriring a cross-sectional study. Nonetheless,
the COVID-19-postttve individuals were furnber monttored for 14 days or during hospitalization, characterizing a longitodinal
study in this subgroup. There was no collectton beyond the tnitial contact with the indtvidual. Individwals were excluded if they
reported more than seven days of flu-like symptoms before the first examination; had no records of body welght or hetght; had
an tnadequate blood clot (denatured) for ApoE genotyping; reported a posttive HIV test with a low lymphocyte count, or had
chronic use of iImmunosuppressants. Afier meeting the exclusion criteria, 280 patients were included in the study.

The collected biood was used to quantify inflammatory markers from heparinized plasma and bochemical determinations from
serum: The blood clot was used for cellular DMA extraction and ApoE genotyping.

68



LCarvalho-Rasshach o al, Jaurnal of Medical Micoéiology 2024

All patients were wilunteers who signed the Informed consent form. This work was conducted ander the principles of the Decla-
ratton of Helsinki and approved by the National Committee for Research Ethics in Brazil {CONEP) by Ethics Committee Moo
5498 807 and by the research ethics commiitees of the Federal University of Minas Gerats (UFMG) (CAAE 40208 320,53 2001.0061).

BIOCHEMICAL DETERMINATIONS

Pertpheral blood was collected and processed at the René Rachoao Institute, FIDCRUE, in Belo Horlzonte, Brazil. After centrifu-
gatton, serum and plasma aliguots and blood diots were frozen at —80°C. Elood samples were processed at 3000 rp.m. Sorvall
ST1&R refrigerated centrifuge (ST 16R, Thermo Scienttfic). Serum aliquosts were frozen in a freezer at —B0° C for determination of
cholesterol profile, hemogram, C-reactive protein and 25(0H ) Vitamin D in a Bochemistry analysis laborstory (Hermes Pardind,
Belo Horizonte, Brazil). Plasma was used for cytokine determination

Masopharyngeal swab samples were collectad to perform the real-time reverse transcription PCR test {reverse transcription—poby-
merase chain) to diagnose individuals with COVID-19, which was analysed at the Laboratory of the Vacdne Technology Center
(URMG/FIOCRUZ/BH, TEC Research Center} in Belo Hortzonte. To carry out the reverse transcription PCR, the CHARITE
protocol from the Berlin hospital, which targets the viral emvelope protetn (E) gene, and the protocol from the Centers for
Disease Control and Prevention in the USA (which targets two reglons in the nucleocapsid gene) were applied [20]. Although the
SARS-CaoV-2 vartants were not exphored durtng the collection pertod, the circulating variants In Brazil were the onginal and PL

APOE GENOTYPING

DNA extraction for ApoE genotyping was performed from total blood dots using the Purelink Invitrogen ¥182002 Thermo
Fisher extraction kit profocol. ApoE genotyping was performed by real-time PCR with TagMan® assays, Thermo (C_S04973_10
for SNP r57412 and C_34793_20 for SNP rs420358). Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the ApoE gene were
analysed, red 29358 and 5741 2, corresponding to posttions 112 and 158 of the protein, respectively. Reactions were performed in
duplicaie for each SMP tn 96-well microtiter plates fdlowing the manufacturer’s instructions. QuantStudio 5 System Invitrogen
Thermo Fisher equipment was used.

CYTOKINE PANEL

“The interieukins [L- 15, IL-4, 1L-6, IL-10, IL-12{p70) and TNF were measured using heparintzed plasma through magnetic
Immunoassay technbgue carrled out with the Luminex equipment (Bio-Plex® 200, Bio-Rad) and Bio-Rad Laboratortes kit (Bio-
Plex® Pro Human Cytokine #MS00ECABRYY), following processing protoecols standardized by the Group Infegrated Research with
Biomarkers { IR E-FICCRUZMG). Bioplex™ xPONENT verston 3.1 software {Bto-Rad) was used to anatyse the panel. The panel
of medtators and their standard settings are presented in Table 51 (svailable in the online Supplementary Matertal).

STATISTICAL ANALYSIS

“The sample size was cabculated nsing a prevalence of 20% (an average of results from varsous Brazillan stiedies) and constdering
2 margin of error of 5%, a confidence Jevel of 95% and an unknown population size. The minimum sample size required was 146
ndividuals. For this study, we included 280 pattents. Hardy-Wetnberg equilibrium was tested to verify polymorphisms o the
ApoE gene. Continuous vartables were assessed fir normality using the Kolmogorov-Smirnov test, all classified as non-

and expressed as median (minimum and maxmuem). For compartson between groups, the Mann-Whitney U test was used.
The categorical vartahles were expressed as n (%) and compared using the dhi-square or Fisher's exact test {when the minimum
expected frequencies were less than five). Spearmans test was used to evaluate the correlation coefficlent between all variables.
In untwariate and multtvariate models, binomial logistic regresston was used to ldentify variables assoctated with the chindcal
classification of COVID- 19 (mild, moderate or severe). For all analyses, statistical significance was consldered when P05, The
Interpretation of Spearmants correlatton coefiicients was based on the Dancey and Reddy definition [21): <0.300=weals =0.700
strong and moderate between (U300 and ¢.700. The software used was SPSS {IBM SPSS Statistics for Windows, Armonk, NY ),
werston 22.0. To create the grapéis, the software used was GraphPad Prism ( GraphPad Prism for Windows, Boston, MA), version
B0

RESULTS

Two hundred eighty pattents were included in the study. Table 52 presents the general data of the total sample Female patients
represented 50.4% of the sample, and the medtan age was 41. The median body mass index (BMI) was 26.6kg m ™, and 48.2%
of the sample was posittve for SARS-CoV-2 and consequently diagnosed with COVID-19. It was observed that the median of
triacylgiycerod, total cholesterol, high-density lpoprotein cholestens] (HDL-c} and low-denstty lipoprodeln cholesterol (LDL-c}
was 113.0mgdl-", 1720mgdL-', 44 0mgdL-'and 1000 mgdL-', respectively. Comorbidsties were reportad tn 43.57% of the total
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population, 41.4% of the flu-like syndrome groap and 45 1% of the COVID-19 group. The matn comorbidittes reported were

{20.7% of the total population); respiratory diseases such as bronchitts, asthma and diromc pulmonary ohstructive
disease (12.1%); diabetes mellitins (6.4%); and cardiovascular diseases {3.9%). There was no difference between groaps bestdes
the median total chodesterod, which was higher In the e4 carrlers.

Regarding ApoE isoforms, most patients were homorygous for the £3 allele, and of the remalning patients, 8.2% have at least
one ApoE e allele, and 31.5% have at least one ApoE =4 allele. This distribution of the £4 allele was similar in flu-like symploms
(29.7%) and COVID-19 {34.1%) groups (Table 1} It was observed Lhat only ten individuals {3.5%) presented bomozygosis for
the £4 alleles, seven in flu-like syndrome and three tn COVID-1% groups. Nonetheless, data from the total popalation, fu-Hie
syndrome group and COVID-19 were in Hardy-Wetnberg equilibrium: Total population: X*={0.7449, P={).980; flu-lke symgtom
groap: X*=6.2401, P=02835; and COVID-19 group: X*=6.8938, P=0.5548.

When individuals were grouped tn £4 allebe carrier (e4e4, 463 and e4e2 genotypes) or non-carmier (e3e3, £2e2 and £ 362 genatypes)
groups, there was no difference between any of the analysed parameters, except by the total cholesterod which was higher in g4
carrier group, as expected (Table 2). Data on C-reactive protetn (CRP} and cytokines do not suggest any influence of the presence
of the £4 alldle on the Inflammatory status of this population.

The next step was to evaluate if the ApoE# tsoform could influence COVID-19 or other fu-like syndromes. Regarding
the fu-like syndrome group, no differences were found between e4 carrters and non-carriers (Table 3). No individual was
hospialized due to symptoms, which were less severe and Intense than those with COVID-19 and also due to the hospital
overload and the risk of SARSCoV-2 contaminatton. Monetheless, other cytokines and CRP were similar between carrlers
and mon-carries, supporting the total population results that did not show any differences in the inflammatory patiern

dependent on £4 presence.

Next, the COVID- [9-positive groap was analysed according to the presence of ApoE Isoform (Table 4). As foamd in the total
population and the Au-like syndrome group, there were no differences in the analysed parmmeters (except indal cholesterol),
including infiammatory states.

Mext, the correlations between the studied variables in the total sample were analysed. The ApoE genotype was not significantly
correlated with any of the variables evaluated. Diays of disease, in turn, were posttively correlated with age, number of comorbidities
and kevels of almost all cytokdnes except IL-4 (Table 5).

When COVID- 149 pattents were analysed separately, the presence of the £4 allele was not correlated with any cintcal vartables
(COVID-1% classification, chintcal outcome, days of illness, number of comorbidities, days of hospiialization and viral load).
except with total chodesterol (Table &). Nonetheless, the severtty of COVID-19 was negatively correlated with the Ct value
and positively correlated with gender (greater severity in males), age, BMIand CRP, IL-6, IL- 10 and 1L-12 levels { Table &).

In the univariate or multivariate analyses, the chances of developing more severe forms of COVID-19 were not significantly altered
by the presence of the ed allele (Table 7). However, it revealed that men with higher EMI have a greater chance of developing
moderate/severe COVID-19 fodds ratto [OR): 3.32 and 1.16, respectively). Nonetheless, higher levels of 11.-4 decrease the chance
(OR: (.49} of betng in the most severe groap. In the multtvanate analysts, including n the model sex, age, BMI, number of
comarbidities and I1.-4 kevel, the chance of men with higher BMI to develop moderale or severe disease was even more simdficant
(OR: .53 and 117, respectively). In additton, tt was also found that the higher the number of comorbidities, the higher the chance
of moderate/severe COVID- 19 (OR: 2.94). Once again, the [1-4 level was the only protective factor that reduced the chances of
maore severe forms of COVID-19 {OR: 034}

DISCUSSION

Although there are studies to observe the repercussions of the ApoE genotype in some viral infections such as HIV, herpes
simplex and viral hepatits [10-12], these focused on respiratory viral infections are pooly explored. The present study tvesti-
pated the frequency of £4 allele in a population with fu-like syndrome during the COVID- 19 pandemic. Moreover, it was abo
examined whether the presence of the e4 allele is associated with an Increased Inflammatory response of flu-like syndromes and,
particularly, with COVID- 19 severity. The results did not show any differences in the frequency of the e4 allele across the overall
Populations nor among the group of patients who tested negative (flu-like syndrome). Muolttvariable analysts revealed that the
chances of developing more severe forms of COVID-19 were not assoclated with the ApoE soform but were increased in older
male Individuals with a higher BMI and a greater nomber of comorbidities. 114 was the only factor hnked to a reduced chance
of developing more severe disease mantfestations.

The frequency of the £4 allele was not different in those posttive or negative for the KT-PCE test {17 and 15%, respectively). The
frequency of the £4 allele vartes according fo the world region [22). In Brazil, the prevalence of the £4 alleie vartes between 9 and
312%, depending on the regton of the country [23-26], comparabde to the British popalation included in the UK Etobank {UKE)

71



72

Carvalhc-Rasshach ot al, Jeuwrnal of Medical Micoéinlogy 024

panipLo)

e ] ot AR oS- ail o >UTIA

SEIDT (B E-re ) redl (rSEC-tRoL) DP9 i EFAAR PR
(g By syt pelyp

(E1 Bl E (e y%srnl 124

LR ] HMINE'L o

A E (Er)%as st |

s (LR Frapa] LETURE ]
A P U sy

2] Wil v {1s) mag lajann

6] WA [t St e

(BTIMEETE (B IFSE Avpbrrry

e ] AL T (Z) =) 1| v
B ey
L4 ] [ RS [SHERLEFEL 4 i B e
1% 1651 (B )RIEDT pemacks Ty

LT [ AL By

(ErmEsee (E1%Ti1 L LT

(0E) "l ¥E (1) %er e o

1] (48 i (L e LR
gluaren yump megrmig am m Bapam) i pa oy paaedai pg

(8] %Sl fealk SE3 1 LB R |

] L AT ek 18- B5—£1) FPYV
afuns alfy
D= (roE-meliste (hmér 0 s (wred | 2ty

(I mIFES (i) b uE apay

[RaE 11503 (Ep)aH1S ELL
Elmn 1apmny

mpw sumya mumpany

IF[E @ o DuaD

BT 8 2] jo asuesaad s o) Bupu oo g -0 Buipr o wieup e Tl g0 s Erpnp) G Jo uosL et T s




73

Carvalhc-Rasshach ot al, Jeuwrnal of Medical Micoéinlogy 024

B e upgesdod Amsep woq LB

BN iew TWED A st N BN S-S0 B Tbwatas | BN RE-G BL INED e L B g s e e E) 2B Ml
Lograadralagl madm B B3 08 R S P Agde e j0 eoanEu) e imE B 0 Buposiod |

(1) HET TR (1) HAEVH L]

FIED L) Was 190 Wil L)
5 1-E LA Oy 1y e gy oy

(Z¥) WL (ia) WS ey

1hED BrHINZTE (BB REERR aappay|
- APTrSEY'S 307 1 g vond porma aus ey

DSEET Ll B 51 (R¥sirn) e -

E118T (RrE-sTalsen (E01-E00) 970 1

ST I E- ) MR (RD1-LO0) TS Al

[ ] (El- Al T (et -500)5£0 oedh ze-m

BLTED [DESE-0 1 rE [ TEEFEDIEEET AML

L] {ar i -ardan (0@ i-zoc) 8o 1

BEDFD (BES T 100 FED (En-1rol oo #-n
it Bl emupym b poopy

BEED ' i-reiTs FESI-DFI0E [ T e

0T (0ukE-062) 004 (rez-rm)s s (ymiuy ] iRpmgy

S ] {e1E-nttdis: (BTE-c') el [ pRimgepaning

RERT ra-TLIve (ERIH118'9 [ TRREE R |

R 1145 Sk Eys-atl)sa (W) il Hols
i ey

Lt ] (e orvF) 5061 {oss-aa o ol =l dwp)

FA ] (rSE-DDE) Sk (vue-oR ) oo =1iH

£ ] {ogot-oTs) s v s i) ose =¥

anpms-g BEmEa Bpmmpa oy
A g o =y

panugua) g el




74

Carvalhc-Rasshach ot al, Jeuwrnal of Medical Micoéinlogy 024

panipLo)

5 ] -5 {15yl 5z >UTIA

vEl'n (0B -1 SEEL LE-pe1) 54 D EEL
(g By apyoad pelyp

(5)mE1l [RIRL ¥4 124

(simiii [ITRL I

(1) k' [E-aL AT |

a0 I W' (R} WIEs ]
pRapry e sy

LR R [tral T R b4 lajann

=0 %l (o8 masi e

(1) Wk "EE (Evimse kg

H ] {0 ey (L mary 1| v
dmp eI Y
(U9 s [t IR i wB e

[T %'y 1) w6 paarda mg

T wit'r PR By

IRIT S (CTVmEIE L LT

T wem (iwre o

(L 0] (iR " (o) mas LR
slumEm vmp megrmag s m Bapam o) i pa oy paeedai ps

[EIE T (511 mawl {1 APl

BT BE % BT ] B5—£1) FPYV
afuns alfy
(EL+1) o (om-s1lEe (wred | 2ty

o wm (I HELS apay

SEE'D (o) %' & (R )msTr ELL
1apmny

pmag fra SRRt [ Tpd 4 e oy
drasf swaspuis syg-ngg

eyl 3y o musnad ay) of Bupss o e o d e STy g0 s EpE) § ) jo uosLedien  f e




75

LCarvalho-Rasshach o al, Jaurnal of Medical Micoéiology 2024

TP BN, L DU S L DR O] LD AL ) S RSO LM IS USRI LI, CALE L SR B SR 10 | Ry W BINUT A L e S s

Piachl o) T 00 S| peamca SRiened aw WG & PUTE'9| SeaemD einoaeaciEe o pUR [0 1 PR B (] SR EORIE | WE Y L BUE 0 L Sereenin uoleiide i [y e | puT gL uorsusiiediy subw Ay pade sy
BEI0 D yE P UL ULy B 8 RN e |G D] #oue e (R Eon Ul S A TR ) ARy Me o SR D] A ol B g 2 E e e e |ow B v B L
W] ydoune’| g B 5 R e ) 1y Binm min | g o elgreecsdoy | a3soess pue Adesboen joesmomu) oo g oyl ol Buipisiay, |0 poe afieiumond 1o | s ) seoeu o Pl we een

IR =4

(EB)%E BE E]
a5 () ' (1% (3
61O LA el e o g
(L] GL1-WT) 68T {Zwst-m @ m-T
o] S T-H e (88 E-5r0) 170 1
o] OrUsE-eaw 16T (S s-ad &% kg
SED R FETS (F1°SE-E0r) 550 oz T-m
160°0 ESEST1)1EY (- Wy aML
00 (FESEHDTISFD (FeE - 150 -0
Ly (E1-80i) (e-1rnliEn §1-1
B navpym i pogy
1510 [l (9Esl -6l {1 B oy
) (ovi-os) awl igR- ) sa { o) e
(APA] (T1E-En wsl (-6 9 (wip B nyufomany
b 4] LW 98 Ea-Felay { oty ) A Asamnen)
FE'D l5sE- Vo e'e [E¥F51) 56 TE Gopoe) o0 5
nRipr P gy
1% TRET=£) 11 - YT sl oy
s [FERTHE (- 5k +IH
1EE'D (Evz-1n1zs) (EEl-2) L =Tl
sy eyl @ e (= ) 2 e g ny
Al swnspnin ayy-ny

panugum Cgag e

o



76

Carvalhc-Rasshach ot al, Jeuwrnal of Medical Micoéinlogy 024

panipLo)

Lammp o uing

(ren s e e

0 LI LEE AR AnEr

(ovd ke U8 1 e
g §1-CHLADD
LEFD (ves1 (E-FIiL A0 Py g
{5dlg {roia o

(F61 & (s t

{c1dim Em) et 1

Lis'n {ezal % {i'ss) &% o
030 [P 6 sy

(1= o Tl e dapesegy

(5EH (6 RISE LL e e

(o) W (0] 51 ke

DOE'D oo o R T
1 P [
et B R B (riFnR1iseE i By

(1o ) 6t P 3 iy

ewe (zTit =

LLFSIN'] {rols ¥H

(¥74) 51 [ AL uenay

BN rall e E'wlsl LT
kermm oy paamdas pg
BID (DR & (w-ET) FE w2ty

(ewh i (s T

(U] (EE9 & (E'BEN SE Fpurag
]

|y [t} S R ALY gt o A By
13 g o am ssnd Ay

e 3 o) g aouaswid wp o) Ruipsmae g (AT Yne Busged o enisua ey ajesagE) pue jaun s aud eiboiuapo)isog vy ag e



77

Carvalhc-Rasshach ot al, Jeuwrnal of Medical Micoéinlogy 024

peupim)
o (cumk-T1) 68 {£Tes-FO)as] NI
a0 (ERaUITL (sl - oe ARl
050 (ral-sonl Lo (e -wrd so addzi-g
BO5'D (FIP-TBITE (renl b0 09 E m-n
oD ('t s-rol s L e | g =1
iEp (CE-sBiED (0 6 - E0° 00 B0 I
fit 1] fsrt-1a0) £n (cem-mord e -1
iy A eyl oy g
En'n (e - ) 5 (OBSI-06K) TL4 ¥
Lo (5R-tE) 55k (E-HiEr =1
(2] (eBz-H1 81 (ET-Fo0izol |mapapip pw)
-] (- ) 5E 91 (rz-a)od =i dwp)
o (u-¥ ¥ az-kie el
E3-40] LgT-= Wi {Ta-2) e Ry f]
AL, T el e g
(59 € Fels Lk L]
(5% £F (5°56) 58 dfumpag)
1Es'n T i i i
& munO [
ERd L-z)s (E1E funpgm fpaxtan o g
Fal e st L]
1w (il & ey L]
e geEplm g
(adl VAT ] g €
%0 Tl ¥ Tl &2 vy
594D (pvs & )i wlop >
anjes-g (9p=ui] BpIm pEpy (=1t poapip ny
s o s sy

perujuey tymog

12



78

Carvalhc-Rasshach ot al, Jeuwrnal of Medical Micoéinlogy 024

WU M YR D0 PRARSR | Yireg

TPUBG AL SIS L I TS G (A e T 0 AL [ BB B L0 BN S Sue, F DU ERSOD IP0) PR oAU | Y S0P DM ATl BAR RO | 0P b peie ey squsped e ol TS
P §Y) SRR SEFTIRAGDD DU Sy DU Y SRS NS 0L DU 1) Sseesp Auosden) T gL UG ) Uomanend g maeh WAt sl R LLED 7l DU Sa|LT-LI00 1 ) B0 DIIenD ) Wl
et B e N O R DY U Sy PR 7 AR - 5 D R B SR 50 R e ) D g D] WUy e D 00 D S SR LIRS R 1 TR
oA SN O TR A | Wi a Ar-r R M s Wl g WG R I ED 2agda i B ga e D P e marE (oL R | O ) SRR IAD U Y SRInG, BT Dapastodel B

(1ad i kL m
EHD (Fot 5 (691151 3,
o 1 TLACCY Teepe oy
i (=) s p Ry g =a) o e ey

mpm e l._al._a_.na._.

perupue MR

13



LCarvalho-Rasshach o al, Jaurnal of Medical Micoéiology 2024

Tabls &. Main correlations bateesn socodemagraphic, cliniczl and |aboratony characteristics of 2B0patents presenting Bu-like spndromes, including
COVID-19

ApoE gmstype Dy of disease
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Gendar LasT M3E a2 e
AR 1R LABS [ &l ) lLGG]
Sll-l'lpﬂﬂ skin coduur -7 s ~[L.0006 0526
B LT L3 s 0B
ApsE genntype - - LT [ET
Dy of diseas -n@ls 805 - -
Sumber of comorbid e -0#5 [IF.ind 178 003
CHF S Trl ] natd [ITF ) L5568
II..-JJ -0 52 B3IT Eilin
-4 ~0086 263 [ n26H
L6 L& sy B338 ol BN
TL-1i i3 N55E 338 ol i
IL-12 (pTHi L= LTS 2305 L1
-y ~LED na=s 266 Ll ik
THNEa@ 112 L33 B304 Bl iil

Conceriration of IL, FX-y, TNF-a.and CRR. Spsarman’s cormalation. Bold Pyalue statistical significanca (P00,

[27]. The genotype distribution in the present study was in the Hardy-Wetnberg equilthrinm, suggesting the frequencies ofalleles
and genotypes were nof influenced by mutation, genetc drift or gene fow.

Different from previous studies which addressed the assoctation between the £4 allele and the incdence of COVID-19 [8, 15, 28],
the present study was directed o the severity of the disease rather than incidence. A meta-analysis by Chen ef al. [15] concleded
that ApoE4 was linked to COVID- 19 severity based on five published studies. One was performed in the Brazilian populaon and
comprised individusls with neursiogic manifestations of long COVIT- 19 [29]. The meta-anabysis result did not show differences
regarding genotypes of spectfic alleles. Kwo f al. published studies on the asoclation between ApoE koform and COVID-19
based on the UK Biobank register [8, 3]. They found a twofold incressed risk of severe COVID-19 in those carrying the £4/e4
genotype versus £3/e3 [8] and a fourfold increese in mortality after testing posittve for COVID-19 [9]. The results are vaiid only
for the £4/e4 genotype, since no assockation between COVID- 19 severtty or mortality and £3/e4 carriers was observed, Indicating
that £4 homaozygostty 1s necessary for this genetic risk [20]. In the present study, only ten individueals (3.5%) were genotyped as
e4/e4, a percentual distributton stmilar to the UKE. Dus to the small number of our study compared to UKB, it was nol possible
to properly explore the effect of e4 homozygous on COVID- 19 severity in the present study. However, as seen in Table 1, there
are more £4/e4 carriers in the COVID-19-negative group (4.8%) than in the postive one (1. 2%), suggesting that the frequency of
homozygous s not higher in the infectad growp. Since more than 0% of 4 carriers in the present study were heterozygous, we
can assume that the indings of this study are in agreement with those of Kuo et al, supporting the idea that the £3/e4 genotype
t5 not a relevant factor for COVID-19 severity.

Az ApoF tsoform was unrelsted to COVID- 19 severtty in this study, other influencing factors were assessed. Regression analysis
indicated that males are more [kely to develop moderate or severe disease {OR=5.5a), consistent with previous research Inking
COVID-19 severtty and mortality in makes due to a more pro-inflammatory profile [31, 32].

Obestty and overwelght are present in more than 50% of the overall populatton analysed. In the COVID-1%9 group, a higher BMIT
was assoclated with increased chances of severe disease outonmes. Obeskty contributes to more severe COVID- 19 manifestations,
particularky those in intenstve care [33] and young patients {34]. Previous studies indicate that patients with a BMT »40 kg m*

experience greater morbimortality [35-37]. Adipose tissue has high expression of the ACE2 receptor, facilitating SARS-Col~-2
eniry and potentially serving as a viral reservodr, which coold prolong viral spread [ 38]. Moreover, obestty comarbidities such

T4
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Tabls &. Cormefatiore betwoan socindemngraphic, clinical and horatary characderistics of patiarts with COVIG-19
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as restrictive lung physiology, sleep apnoea, diabetes and dyslipidaemia, alongside immunalogical dysfunction and beightened
Inflammation, are linked to COVID-19 severtty [ 39).

The number of comorbidities increased the chances of moderate/severe COVID-19 (OR: 2.94). Comorbidilies are a well-
known risk fctor oheerved in several previous studies [40-42]. As scen in the present study, the assoctation of several
comarbtdities, such as hypertension, resplratory diseases, diabetes and cardiovascular diseases, 15 associated with hospl-
talization and moriality [43].

In the present study, correlatton analysts confirmed that increased inflammatory cytokines (IL-18, IL-6, TL-12 and IFN-71
and the anii-inflammatory cytokine 1L- 10 are assoctated with a higher risk of more severe disease. However, In univariate
and multivariate anakyses, [L-4 was the only cytokine linked to lower chances of developing severe COVID- 19. The precise
role of IL-4 tn COVID-1% progression stays unclear Although some studles did not find a correlation between IL-4 and
COVID-19 [44-47], others suggest that 1L-4 could be lowered through Th2 response tn recovering pattents [48-51]. TL-4
could be involved In the resolutton of COVID-19 infection, acting in the repatr mechanism nduced by the activation of
M2 macrophages triggered by Th2 response and TCD4+Iymphocytes. IL-4 can also Influence the differentiation of T cells
tn Thl and Th2 type responses, modulating the proliferation and productton of cytokine in CDE” lymphocytes, acting in
the resolution process of COVID-19 disease [49]. Other guthors also found a difference n IL-4 levels related to COVID
severity [4%, 50] and durstion over 10 days of illness [51].

This study has several Iimitations. It did not examine 5ARS-CoV-Z vartants or the influence of ApoE alleles on them, and
individuals in the flu-like syndrome groups were not tested for aettology. The small number of e4/e4 individugls restricted
condusions regarding their risk for COVID-19 or other fiu-like syndromes. Furthermore, there was no extended follow-up o
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Tabls 7. Odds ratios ol rew and adjusted data for clinical sevesity of 00VI0-19 applying binomial logistic regression
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assess the tmpact of ApoE sotype on long COVID-19. Addittonally, many other polymorphisms associated with COVID-19
[52-54] and flu-like syndromes [55] rematn usexplored in this study.

This study s innovative in Including fu-like syndromes o its analysis of Apok influence, which typically focuses only on
COVID-1% ar specific viruses. Unlike most retrospective studies, we followed COVID-19 paltents throughout thetr Infection
for 15 days or during hospttalization. There ts hmited data on the ApoE lsoform and other factors affecting COVID-19 1n
Brazil, desplie the country’s high incidence and death rates, mnking ffth In cases and second in deaths globally.

CONCLUSION

Those fAndings Indicate that the e4 allele does not impact the clintcal characteristics of flu- like syndromes and 15 not cruclal
tn the cinical progression of COVID-19. Although not tocluding the unaffecied population, this study showed that ApoE
allele distribution presents a stmilar distribetton to other Brazillan populations, suggesting no Influence of ApoE tsoforms
on the incidence of these fu-like syndromes. Nonetheless, analysing other factors involved specifically tn COVID-19
severity, we found that BMI, male sex and a number of associated comorbidities were the faciors that increased the chance
of developing a more severe form of COVID-19. At the same time, L4 was the only facior reducing the chances of the
more severe forms.
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