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RESUMO 

Sugere-se que a apolipoproteína E (ApoE), especialmente a isoforma ApoE4, influencia a 

gravidade das infecções virais respiratórias; no entanto, essa associação ainda não está clara. 

Hipótese: A presença do alelo ε4 impacta o desenvolvimento de síndromes semelhantes à gripe. 

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar o impacto do alelo ε4 de Apo E na gravidade 

e duração de síndromes semelhantes à gripe, incluindo COVID-19. 

Metodologia: Este estudo de coorte compreendeu 280 indivíduos apresentando sintomas 

semelhantes aos da gripe, todos genotipados para isoformas de ApoE. Dados foram coletados 

sobre curso clínico, comorbidades, estado nutricional, marcadores bioquímicos e inflamatórios, 

resultados de RT-PCR do SARS-CoV-2 e gravidade da doença de acordo com os parâmetros de 

gravidade da OMS. Os indivíduos foram analisados como um todo e dentro de subgrupos com 

base no teste positivo (grupo COVID-19) ou negativo (grupo síndrome semelhante à gripe) para 

SARS-CoV-2. 

Resultados: A frequência do alelo ε4 foi similar, considerando toda a população e os subgrupos 

COVID-19 e síndrome semelhante à gripe (17 e 18%, respectivamente). Não foram observadas 

diferenças em todos os parâmetros analisados (sexo, faixa etária, cor da pele autorrelatada, 

IMC, número de comorbidades, perfil bioquímico e perfil de citocinas, estado de vacinação e 

colesterol LDL, HDL, exceto colesterol total) no grupo semelhante à gripe ao comparar 

portadores e não portadores do alelo 4. No grupo COVID-19, o alelo ε4 não se correlacionou 

com a gravidade da doença (os resultados foram hospitalização sem ventilação invasiva ou 

ventilação mecânica ou ventilação mais suporte de órgãos ou morte), duração, comorbidades 

ou biomarcadores inflamatórios. Embora a distribuição de gênero tenha sido igual na população 

geral de COVID-19, o sexo masculino se correlacionou fortemente com a gravidade da COVID-

19. A análise multivariada mostrou que indivíduos mais velhos, do sexo masculino, com IMC 

mais alto e a presença de comorbidades estavam associados a maiores chances de desenvolver 

doença moderada e grave. A IL-4 foi o único fator que reduziu o risco de COVID-19 grave. 

Conclusão: A presença de um alelo ɛ4 de Apo E não mostrou associação com a duração e 

gravidade de síndromes semelhantes à gripe, incluindo COVID-19. No entanto, indivíduos 

positivos para SARS-CoV-2 tendem a ser homens mais velhos, com IMC mais alto, com 

sobrepeso e obesidade. Em relação à gravidade da COVID-19, o IMC, o sexo masculino e o 

número de comorbidades associadas foram os fatores que aumentaram as chances de 

desenvolver uma forma mais grave de COVID-19 e a Il-4 foi o único fator que reduziu as 

chances. 
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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 ε4 impacts the development of Flu-like syndromes. 

Aim: This study aimed to evaluate the impact of the ε 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 ε4 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 ε4 allele carriers and non-carriers were compared. In the COVID-19 group, the ε4 

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 
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developing moderate and severe disease. IL-4 was the only factor found to reduce the risk of 

severe COVID-19. 

Conclusion: The presence of one ɛ4 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 Il-4 

decreased the chance.   

Keywords: Apolipoprotein E, COVID-19, viral infection, inflammation, cytokines, obesity 
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1.INTRODUÇÃO 

1.1 Apo E 

  A Apo E é uma proteína produzida em várias células humanas como hepatócito, 

adipócito, astrócitos e macrófagos da parede arterial, células gliais, neurônios, e alguns tipos de 

células epiteliais e está associada ao metabolismo e transporte das lipoproteínas, funções 

vasculares, cerebrais e do sistema imunológico(1). Ela participa do transporte e efluxo de 

lipídeos hepáticos e não hepáticos, e eliminação de remanescentes de lipoproteínas no plasma 

formando complexos lipoproteicos após a ligação aos receptores de lipoproteína de baixa 

densidade (LDLRs), ou proteína 1 relacionada ao receptor de LDL (LRP1)(2). Ao se ligar a 

esses receptores, a Apo E fornece lipídeos às células extra-hepáticas. Secundariamente, a Apo 

E se associa com partículas de lipoproteína de alta densidade (HDL) participando do transporte 

reverso de colesterol (RCT), um processo que transfere o excesso colesterol dos tecidos não 

hepáticos de volta ao fígado para sua reutilização. O efluxo de colesterol associado à Apo E 

pode retirar lipídios presentes em células espumosas das placas ateroscleróticas,  reduzindo as 

lesões na parede arterial(3). A Apo E atua também no sistema imunológico(4) se ligando de 

forma inespecífica a componentes lipofílicos inflamatórios com alta afinidade como a proteína 

beta-amiloide, lipopolissacarídeos, ácidos lipoteicoicos e beta-glucanos que podem levar à 

eliminação de agentes patogênicos, contribuindo para a resposta imune inata(5).  

Figura 1 . Representação do gene de APO E3  e polimorfismos para as isoformas E4 e E2. 

 
Adaptado de Husain et al. Front. Neurosci. , 16 February 2021 Sec. Neurodegeneration 

Volume 15 - 2021 | https://doi.org/10.3389/fnins.2021.630502 
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  Existem 3 principais isoformas de Apo E em humanos (Apo E 2, Apo E 3 e Apo E 4), 

codificadas por 3 genótipos homozigóticos e 3 genótipos heterozigóticos. A frequência entre os 

alelos varia de acordo com a população da seguinte forma : ε2: 5-10%, ε3: 65-70%, ε4: 15-

20%(6). As 3 isoformas são diferentes graças 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 posição 526 do gene), Apo E3 (Cys112 e Arg158) e Apo E4 (Arg112 – 

rs429358, Arg158, havendo a troca de uma base nitrogenada de timina para uma citosina na 

posição 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 patógenos 

lipofílicos(7). As outras 2 isoformas vieram após a evolução de 250 mil anos(8). A Apo E se 

caracteriza pela estrutura tridimensional determinada pelos domínios C-terminal (CT) e N-

terminal (NT) com a presença de hélices anfipáticas codificadas por múltiplos nucleotídeos com 

repetições em tandem. Praticamente não há Apo E livre no corpo, estão sempre ligadas a 

lipídeos. As raras formas livres são rapidamente oligomerizadas(5). Os domínios são ligados 

através de pontes salinas e pontes de hidrogênio entre a segunda e terceira hélices do CT e a 

terceira e quarta hélices do NT. Essa interação entre os domínios protege os resíduos carregados 

da região de ligação no NT, expondo uma superfície externa hidrofóbica que interage com 

lipídeos como proteoglicanos e beta-amiloide. Após essa interação ela sofre uma mudança 

conformacional de modo que a estrutura do feixe da hélice se abre e o CT se afasta do NT 

expondo a parte hidrofílica interna. Assim forma-se a sua natureza anfipática, tornando-se um 

potente ligante da família dos receptores de LDL. A diferença entre as isoformas com a troca 

de aminoácidos na estrutura da Apo E leva a um impacto em sua conformação como por 

exemplo a presença de uma ponte salina entre a Arg61 e o Glu255 na Apo E 4 que não estão 

presentes nas isoformas 2 e 3.  Na Apo E4 a Arg-112 reorienta a cadeia lateral da Arg-61 no 

domínio N-terminal mudando sua conformação em relação às Apo Es 2 e 3 e permitindo a 

formação de uma ponte salina com Glu-255 no domínio CT(9). Na Apo E 3 os domínios NT e 

CT interagem formando uma ligação de hidrogênio entre Arg61 e Thr194 e uma ponte salina 

entre Lys95 e Glu255, o que não ocorre nas demais isoformas. Essas mudanças nas pontes 

geram uma interação do domínio menos estável na Apo E4 do que no Apo E3(5). A troca do 

aminoácidos no resíduo 112 da Apo E4 também ocorre nos resíduos 5-21 e 271-279, que apesar 

de parecerem distantes na sequência, estão próximos na forma espacial. Essa troca leva a um 

maior resíduo de arginina na Apo E4  que é reponsável pela perturbação das interações não 
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covalentes, criando maior movimento dinâmico em diferentes regiões na ApoE4 em 

comparação com a Apo E3. Isso contribui para uma facilidade da dissociação dos domínios, 

permitindo que a Apo E4 se ligue a partículas maiores como o VLDL. Essa diferença deixa a 

Apo E3 mais estável e a Apo E4 com uma forma mais desorganizada e instável. A troca do T 

pelo C na posição 388 do gene da Apo E4 também afeta o comportamento de auto-associação, 

levando uma dissociação mais rápida dos oligômeros de Apo E4 e uma ligação mais rápida 

desta à lipoproteínas em comparação com a Apo E3(5).  A Tabela 1 a seguir mostra as 

diferenças entre Apo E3 e 4.  

 

  Tabela 1. Diferenças entre Apo E4 e Apo E3  

 APO E4 APO E3 
Aminoácido no resíduo 112 Arginina Cisteína 
   
Lipídeo de maior afinidade VLDL HDL 
  
Ligação beta-amiloide Similar, mas no clareamento de beta-amiloide  

Apo E4<Apo E3 
  
Resíduos 3-50 Diferentes interações não covalentes e orientação 

espacial levando a movimento dinâmico diferente entre 
as isoformas. Não afeta a interação entre NT e CT 

  
Resíduos 116-123 Diferentes interações não covalentes e orientação 

espacial levando a maior movimento dinâmico de Apo 
E4 

  
Resíduos 261-272 Envolvidos na ligação lipídica com afinidade 

semelhante, mas leva a um dobramento diferente entre as 
isoformas devido a oligomerização. Possível razão da 
diferença de ligação lipídica entre as isoformas 

  
Resíduos 271-279 Diferentes interações não covalentes e orientação 

espacial levando a movimento dinâmico diferente entre 
as isoformas. 

Interação entre os domínios 
NT  e CT 

Maior dinâmica motora Maior estabilidade 

  
Estabilidade térmica  Apo E4<Apo E3 
   
Dissociação de oligômeros Mais rápida Mais lenta 
   
Orientação espacial Menos organizado Altamente organizado 

 (adaptado de Huebber, 2017(5))  
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  A Apo E 2 também tem sua estrutura alterada em relação à Apo E3 com a presença da 

cisteína na posição 158. Isso acarreta um prejuízo da ligação de seu  receptor pela alteração das 

pontes salinas, diminuindo o potencial positivo e reduzindo a ligação aos lipídeos(10). 

Consequentemente há aumento de triglicerídeos e colesterol causados pelo atraso na depuração 

das lipoproteínas remanescentes hepáticas e intestinais, resultando no quadro clínico 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 domínio carregado positivamente, reduzindo a ligação ao 

receptor de LDL(11).  

  A frequência do alelo ε4 pode variar de acordo com a região do mundo, sendo mais 

frequente em Africanos (30 a 40%) do que em europeus (7 a 20%) e asiáticos (5 a 15%)(12). 

No Brasil, varia de 9 a 32% sendo mais prevalente em pessoas com comorbidades(13-15). 

  Dependendo do genótipo da isoforma de Apo E, o indivíduo pode ter maior ou menor 

susceptibilidade a determinadas doenças. Indivíduos carreadores de Apo E ε4ε4  apresentam 

colesterol total, colesterol LDL e Apo B elevados, enquanto em carreadores do alelo ε2 de Apo 

E, os valores se encontram baixos (16). Além disso, ser carreador da isoforma ε4ε4 está 

associado ao aumento da espessura da camada íntima-média das artérias carótidas em conjunto 

com o LDL elevado(17) e, como consequência, há nessas pessoas maior risco para 

aterosclerose, hipercolesterolemia e doenças cardiovasculares. Foi apontado também aumento 

de 10 vezes no risco de Alzheimer(18) e maior susceptibilidade a infecções bacterianas, 

parasitárias  e virais(6).   

 

1.2 Apo E, viroses e síndromes gripais  

  Diversos patógenos podem desencadear um quadro de síndrome gripal: rinovirus, 

influenza, adenovirus, parainfluenza , dentre outros (19). Em especial o vírus influenza (IAV) 

é responsável por quase meio milhão de mortes todos os anos e, portanto, representa uma séria 

ameaça à saúde global em especial para o público imunocomprometido, como idosos (>65 anos) 

e crianças (20). Além disso, a superinfecção pelo vírus influenza leva a possibilidade de 

mutação gênica do vírus que pode produzir genótipos mais patogênicos como as cepas de H1N1 

podendo causar uma pandemia mundial (21). Dentre os fatores de risco para as síndromes 

gripais pode-se citar a obesidade. Independentemente de outras comorbidades ou fatores de 

risco, durante a pandemia de 2009  de influenza, os indivíduos com obesidade apresentaram 

maior risco de morte devido à infecção por IAV (22). Mesmo após vacinados contra a gripe, 

adultos com obesidade ainda têm duas vezes mais chance de desenvolver gripe ou síndromes 
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semelhantes à gripe do que adultos eutróficos(23). Um estudo mostrou que camundongos 

obesos infectados com influenza aumentaram a mortalidade em seis vezes em comparação com 

seus equivalentes não obesos(24). Ainda não 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 sítio endocítico de entrada viral, possa estar 

envolvida nesse mecanismo. É plausível acreditar que a Apo E4, associada às dislipidemias 

possa ser um dos fatores que explicam o aumento da gravidade das síndromes gripais em 

portadores de obesidade. 

  Sabe-se como já citado que a Apo E desempenha um papel essencial no transporte de 

lipoproteínas estando envolvida na patogênese das dislipidemias. Para algumas infecções virais, 

as apolipoproteínas são usadas pelo vírus, como o da hepatite C (HCV), para facilitar a entrada, 

montagem e transmissão do vírus. Além disso, a Apo E contribui para a patogênese do HCV e 

a evasão viral contra anticorpos neutralizantes(25). Poucos estudos abordam as infecções 

respiratórias virais e a Apo E. Um estudo in vitro, no entanto, mostrou que a Apo E foi um dos 

fatores capazes de restringir a infecção pelo influenza(26). Nesse estudo, a depleção de Apo E 

resultou em aumento da suscetibilidade, da gravidade e da mortalidade por infecção por 

influenza tanto in vitro quanto in vivo. Os camundongos “knock out” tiveram mais necrose e 

fibrose pulmonares além de maior sangramento alveolar, infiltração de neutrófilos e maior 

carga viral em comparação com o controle selvagem. A deficiência de Apo E conferiu maior 

infecção pelo vírus influenza humano H1N1 e alta patogenicidade pelo vírus influenza aviário 

H5N1 e H7N9 in vitro e in vivo. Uma das funções do Apo E é regular a homeostase do colesterol 

celular e foi estabelecido que essa homeostase desempenha um papel crítico na inibição da 

infecção pelo vírus da gripe. O nível de colesterol reduzido, modulado pela presença de Apo E, 

restringe a ligação do vírus, sugerindo que o colesterol celular reduzido pode contribuir para a 

defesa do hospedeiro contra a infecção por influenza(26). 

  Poucos estudos foram endereçados para a relação entre Apo E e síndromes gripais. 

Porém, com a instalação da pandemia por COVID-19, surgiram alguns estudos sobre a 

associação entre Apo E e COVID-19(27, 28). Assim, a maioria do conhecimento atual sobre 

Apo E e síndromes gripais são relacionadas à infecção por SARS-CoV-2.  

 

1.3 COVID-19 

 No mundo, até meados de novembro de 2024, já ocorreram 704.753.890 casos e 7.010.681 

óbitos por COVID-19(29). Apenas no Brasil são mais de 38.743.918 casos e 711.380 mortes. 
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 A COVID-19 apresenta-se como uma doença multissistêmica causada por vírus cuja 

origem ainda é indeterminada, altamente contagiosa e de transmissão respiratória, com 

manifestação clínica variada, podendo ser assintomática ou provocar dano pulmonar difuso e 

altamente letal(30).  

  O SARS-CoV-2 é um vírus com envelope e com RNA fita simples, do gênero β-

coronavírus da família Coronaviridae. O vírus entra nas células epiteliais respiratórias 

anexando-se à enzima conversora de angiotensina-2 (ECA-2) via proteína S em sua superfície. 

Essa entrada decorre da clivagem proteolítica 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 é aproximadamente 10 a 20 vezes maior do que o SARS-CoV-1, o que 

poderia explicar a maior infectividade do vírus da COVID-19(32). A ECA-2 é encontrada em 

diversos tecidos como o do epitélio da mucosa nasal, oral, nasofaríngea e orofaríngea, epitélio 

alveolar, células endoteliais dos vasos sanguíneos, coração, túbulos renais e enterócitos no 

intestino delgado(33) (34). Recentemente foi descrito também as proteínas CD-147 e proteína-

78 regulada por glicose como possíveis receptores SARS-CoV-2 para entrada celular(35, 36). 

Acredita-se que a neuropilina-1, (NRP1) um receptor transmembrana com alta expressão no 

epitélio respiratório e olfatório, também pode estar envolvido na COVID-19, aumentando a 

entrada do SARS-CoV-2(37) no SNC via trato olfatório.  

 Após a entrada viral no citoplasma da célula hospedeira, ocorre a replicação, transcrição 

e a tradução das proteínas estruturais virais. A proteína S direciona então a fusão célula-célula 

entre células infectadas, levando à formação de grandes células multinucleadas que não são 

detectadas por anticorpos específicos contra o vírus, permitindo assim que o vírus burle o 

sistema imunológico e facilitando a disseminação do vírus no indivíduo infectado. Ao ocupar 

receptor de ECA-2 para a entrada viral nas células-alvo, ocorre então a regulação negativa 

desses receptores que deixam de exercer seu efeito contrarregulador sobre a angiotensina 2 

através da produção de angiotensina 1-7 (que tem efeitos contrários aos da angiotensina 2, como 

vasodilatação e antitrombóticos).  Assim, com a maior atuação da angiotensina 2 ocorre o 

aumento da permeabilidade vascular pulmonar podendo causar lesão pulmonar. Além disso, a 

disfunção de múltiplos órgãos, observada nesses pacientes, pode ser atribuída à ampla 

distribuição de receptores ECA-2 em tecidos pulmonares e extrapulmonares, incluindo coração, 

rim, endotélio e intestino(38). Os casos graves evoluem para Síndrome do Desconforto 

Respiratório Agudo (SDRA) com dano alveolar difuso com exsudatos fibromixoides celulares 

e edema pulmonar além de superestimulação do sistema imunológico com tempestade de 

citocinas e falência múltipla de órgãos como será explicado a seguir(39, 40). 
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1.4 Mecanismos de gravidade 

  Após a fase inicial da infecção viral, aproximadamente 30% dos pacientes 

hospitalizados com COVID-19 desenvolvem doença grave que resulta em dano pulmonar 

progressivo, em parte devido a uma resposta inflamatória exacerbada. A quebra da barreira 

vascular leva às complicações pulmonares com o aparecimento de edema tecidual, endotelite, 

ativação da coagulação e potencial desenvolvimento de coagulação intravascular disseminada 

(DIC) além de inflamação exuberante local e sistêmica(30).  

  Dentre as manifestações clínicas da COVID-19 grave, pode-se citar o acometimento 

vascular(41). A inflamação e a ativação do endotélio contribuem para a lesão vascular (42) com 

extravasamento de substâncias e formação de edema pulmonar. Esse edema pode ocorrer por 5 

fatores principais:  

1. Dano à célula endotelial provocado pelo SARS-CoV-2 levando a endotelite generalizada com 

disfunção, lise e morte da célula endotelial pulmonar;  

2. O SARS-CoV-2 liga-se ao receptor ECA-2, prejudicando a sua ação na formação de 

angiotensina 1-7 que agiria de forma antagônica à angiotensina 2. A redução da atividade de 

ECA-2 também, indiretamente, ativa a via da calicreína-bradicinina aumentando a 

permeabilidade vascular e contribuindo para formação do edema;  

3. Espécies reativas de oxigênio produzidas por neutrófilos ativados, recrutados pelas células 

endoteliais podem lesar as células endoteliais pulmonares piorando o quadro do edema;  

4. Pode ocorrer o afrouxamento das junções intercelulares após contração das células 

endoteliais pulmonares por mecanismo mediado por células imunes, citocinas inflamatórias e 

moléculas vasoativas;  

5. O glicocálice das células endoteliais pode ser degradado por citocinas como IL-1β e TNF, 

através da ativação das glicuronidases que, além da degradação citada, também regulam 

positivamente a ácido hialurônico sintase 2, levando ao aumento da deposição de ácido 

hialurônico na matriz extracelular e promoção da retenção de líquidos. Juntos, esses 

mecanismos levam ao aumento da permeabilidade vascular contribuido para a formação do 

edema pulmonar(30).  

A IL-1β pode ainda se ligar ao receptor para IL-1 (IL1-R1) na membrana da célula 

endothelial e o TNF produzido por neutrófilos e linfócitos ativados pode se ligar ao seu receptor 

(TNFR1) também presente na membrana dessas células. O IL-1β estimula uma cascata que 

envolve a formação de um complexo com o gene 88 de diferenciação mieloide (MyD 88) e 

proteína acessória do receptor Toll/IL-1 (TIRAP) conhecido como mecanismo de ativação 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 ligação do TNF ao seu receptor leva ao recrutamemto de TNFR-associado via 

proteína de domínio de morte (TRADD), que, por sua vez, liga-se à proteína 1 que interage com 

o receptor (RIP1) e TRAF2. O complexo TRADD – RIP1 – TRAF2 então se dissocia do 

TNFR1.  Ambos os complexos que são formados como resultado da ligação de IL-1β ou TNF 

aos seus respectivos receptores levam a iniciação de sinais que culminam na ativação do fator 

de transcrição nuclear do fator-κB (NF-κB) e proteína ativadora 1 (AP1)(44).  

Esses fatores iniciam a transcrição de genes específicos dentro do núcleo levando à 

expressão de proteínas pró-inflamatórias.  Como por exemplo a ativação do NF-κB mediada 

por MyD88 inicia a produção de TNF, IL-6, IL-1β e interferons(44). As quimiocinas 

sintetizadas podem contribuir para a maior adesão de leucócitos, piora da inflamação, bem 

como estimulação da cascata de coagulação(43). As NETS (Neutrophil extracellular traps) 

produzidas pelos neutrófilos ativados também são vistas no pulmão de pacientes com COVID-

19 e podem contribuir para o mecanismo de trombose, lesão tissular e inflamação(44).   

A ativação de vias de coagulação com potencial desenvolvimento de coagulação 

intravascular disseminada é característica da COVID-19 grave. A lesão do endotélio tembém 

está envolvida nesse processo pois a ruptura da integridade vascular e morte dessas células leva 

à liberação do fator tissular da membrana basal com ativação da cascata de coagulação. A 

ativação de plaquetas ocorre tanto pelo complexo bradicinina-calicreína quanto pela ação da 

fosfatidilcolina na membrana da célula endotelial que sofre a ação da lisofosfatidilcolina e da 

acetilase derivada do fator ativador de plaquetas (PAF). O PAF ativa então as plaquetas(43) a 

produzirem fatores envolvidos na cascata de coagulação(30) e na contração vascular(45).  

Além disso, tanto as células endoteliais ativadas quanto os pericitos também começam 

a expressar o fator tissular um dos principais ativadores da cascata de coagulação. O corpo 

libera, em resposta, contramediadores para degradar os coágulos ricos em fibrina. Isso explica 

por que altos níveis de produtos de degradação de fibrina (dímero- D), preditivos de mau 

prognóstico, podem ser encontrados nos casos graves. Desse modo, na COVID-19 ocorre além 

do dano endotelial, a ativação do sistema de coagulação, aumentando o risco de eventos pro-

trombóticos(43).  

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

e evoluindo para síndrome da insuficiência respiratória aguda. Essa síndrome cursa com 
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infiltrado pulmonar bilateral, hipoxemia e alteração da resposta imunológica podendo culminar 

com um quadro de choque séptico, disfunção múltipla de órgãos e óbito.  

  Na COVID-19 grave, as vias de inflamação e de ativação do sistema imune estão 

alteradas ocorrendo primeiro a resposta pro-inflamatória antes da resposta viral mediada por 

interferon(46), ao contrário do que seria esperado após uma infecção por vírus. Pode ocorrer a 

chamada “tempestade de citocinas” que pode levar à falência múltipla de órgãos e piora do 

quadro(47) como será explicado a seguir em “citocinas e COVID-19”. Ela ocorre quando altos 

níveis de citocinas amplificam o processo destrutivo, levando a mais disfunção da célula 

endotelial, CID, inflamação e vasodilatação do leito capilar pulmonar. Isso resulta em disfunção 

alveolar, com insuficiência respiratória, hipóxia, falência de múltiplos órgãos e morte(30). 

    

1.5 Citocinas e COVID-19  

  Desde o surgimento da COVID-19 os estudos tem mostrado que as respostas  

imunológicas do hospedeiro e sintomas imune-relacionados são diferentes entre pacientes 

assintomáticos e pacientes graves, onde ocorre uma desregulação do mesmo associada à 

gravidade da doença(48). A tempestade de citocinas atua piorando o quadro clínico pois, além 

do dano causado pelo SARS-CoV-2, a liberação excessiva de citocinas pelo paciente leva a 

danos teciduais além de uma resposta imunológica contra o patógeno prejudicada(49). 

   Diferentes citocinas foram descritas como fatores prognósticos baseando-se na hipótese 

que a imunidade inata pró-inflamatória e o sistema antiinflamatório estão relacionados à 

gravidade da doença ou à morte na COVID-19(50-52). A figura 2 ilustra o papel das citocinas 

no curso de evolução da  COVID-19: 
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Figura 2 . Mediadores inflamatórios e respostas imunes inatas durante a infecção por COVID-19. Pacientes 
com COVID-19 grave apresentam altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, causando uma tempestade de 
citocinas e danos colaterais ao tecido na fase tardia. As células imunes inatas na COVID-19 grave têm a 
característica proeminente de maior expressão gênica de mediadores inflamatórios e respostas prejudicadas a 
estímulos subsequentes. PPRs, receptores de reconhecimento de padrões; ARSD, síndrome do desconforto 
respiratório 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 níveis 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 inflamatório altamente produzido durante o estágio inicial da inflamação, ativa 

rapidamente múltiplos reagentes inflamatórios de fases agudas. Em pacientes com COVID-19, 

ela é produzida, em resposta a PAMPS e DAMPS, por vários tipos de células imunes. Além da 

IL-6 o TNF pode ser considerado um dos principais mediadores da inflamação estando 

aumentado em infecções virais (57). A IL-6 e o TNF são considerados preditores independentes 

em relação à gravidade e à sobrevida dos pacientes(44). Além deles, a IL-1β participa da 

patogênese da injúria pulmonar aguda(58) como já citado anteriormente. O IL-1β é uma 

citocina mediada pelo inflamassoma  e produzida por macrófagos e células epiteliais e foi 

encontrada em níveis mais altos em pacientes com COVID-19 grave comparados com COVID-

19 moderada(59) no entanto, alguns trabalhos não encontraram correlação entre seus níveis e 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-γ. Ele é um IFN do tipo 
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II produzido pelas células “natural killers” (NK) e linfócitos T (61). O IFN-γ regula 

negativamente a replicação do vírus e ativa a produção de citocinas pelas células T, aumentando 

a capacidade de atuação do linfócito T citotóxico(62). No entanto, altos níveis persistentes de 

IFN-γ pioram a inflamação sistêmica e aumentam a lesão tecidual e falência de órgãos (63) . O 

IFN-γ em sinergismo com o TNF pode induzir a um processo de apoptose inflamatória 

contribuindo para diversas lesões encontradas na COVID-19 (64). Acredita-se ainda que o vírus 

da COVID-19 tem a capacidade de modular os níveis de INF do tipo 1. Isso ocorre através de 

vários mecanismos como inibição de detecção inata, alteração da sinalização de IFN e de sua 

função efetora. O SARS-CoV-2 pode desencadear baixa produção de IFN e respostas limitadas 

(ou ausentes), que são acompanhadas por altas cargas virais, levando a quadros graves de 

COVID-19 (65-67). Portanto, as principais citocinas pró inflamatórias encontradas no curso da 

COVID-19 são IL-6, TNF, IL-1 e IFN- γ  enquanto outras citocinas atuam na redução da 

inflamação como IL-4 , IL1ra e IL-10 (68).  

  Acredita-se que a IL-1ra exerce um papel contra-regulatório, controlando a produção de 

IL-1, TNF e IFN e um  papel inibitório contra a ativação de citocinas pró-inflamatórias e 

respostas de linfócitos T(69). A IL-10 também é uma citocina com atividade anti-inflamatória.  

Ela pode reduzir a ativação de macrófagos e células dendríticas e suprimir as respostas efetoras 

Th1 e Th2 de células NK(70). Já foi demonstrado que ela é capaz de inibir o TNF e a ativação 

de neutrófilos na lesão pulmonar aguda(71). Na COVID-19, a IL-10 pode estar envolvida na 

neutralização da hiperativação imunológica, reduzindo o risco de lesões.  No entanto, na 

COVID-19 grave, pode haver a desregulação na concentração 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 nível sérico de IL-10 também mostrou elevação significativa 

em casos graves e críticos de COVID-19, compatível com o nível sérico de IL-6. Uma 

metanálise com 147 estudos mostra evidências de que tanto a IL-6 quanto a IL-10 estão 

positivamente relacionadas à gravidade e mortalidade da COVID-19(56) e, portanto, a IL-10 

pode exercer um papel ambíguo. Mas na fase de convalescência, tanto a IL-10 quanto a IL-4 

tem seus níveis aumentados na COVID-19(60). Acredita-se que o mecanismo de participação 

da IL-4 nesse processo seja pelo papel das respostas mediadas por Th2 adaptativa na 

recuperação da doença e na remodelação inflamatória fibrogênica local (enquanto as células 

Th1, associadas ao IFN-γ exercem atividade antifibrótica). A IL-4 apresenta tendência 

ascendente na progressão da COVID-19 em pacientes críticos(72).  Ela pode inibir células 

CD4+ virgens a se diferenciarem em células Th1 ou mesmo bloquear a transcrição do gene  do 

IFN-γ (73), promovendo a evolução para a fase de recuperação da doença. Ao mesmo tempo, a 
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IL-4 também induz ativação alternativa de macrófagos M2, promovendo a liberação de TGF-β 

e fator derivado de plaquetas. Com isso há expansão de fibroblastos residentes remodelação da 

matriz (74) podendo levar a danos alveolares difusos e desenvolver fibrose septal. Pacientes 

com quadros graves em recuperação com altos níveis de IL-4 podem progredir para fibrose 

pulmonar, agravando o comprometimento das funções pulmonares a longo prazo. 

  Considerando papel ambíguo do IFN-γ, IL-10, da IL4 e  de outras citocinas no desfecho, 

é importante compreender o padrão sérico delas em pacientes com COVID-19. Diante disso, 

otimizando os gastos da pesquisa, para nosso trabalho selecionamos as citocinas com maiores 

evidências de associação em trabalhos prévios com a COVID-19 (75, 76). 

 

1.6 Classificação da gravidade da COVID-19 

 A classificação da gravidade da COVID-19 foi divulgada pela Organização Mundial de 

Saúde periodicamente durante a pandemia através de  boletins de orientação aos profissionais 

de saúde sobre o manejo da doença. Foram classificados como casos leves aqueles pacientes 

com sintomas de COVID-19  como febre, tosse, fadiga, anorexia, taquipneia, mialgia, 

odinofagia, congestão nasal, cefaléia, diarreia, náuseas ou vômitos, anosmia, ageusia, tonteira, 

agitação, sintomas respiratórios, perda sensorial, de equilíbrio ou de deambulação, dispneia, 

com suspeita de serem casos de COVID-19 pelo critério epidemiológico de contato com 

pessoas sabidamente com COVID-19 e que não tenham apresentado hipóxia  ou pneumonia 

viral(77).  

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

acima citado aquelas que preenchem os critérios clínicos e epidemiológicos abaixo. 

Critérios clínicos:  

1.   Febre de início agudo e tosse; ou  

2. Início agudo de 3 ou mais dos seguintes sinais ou sintomas: febre, tosse, fraqueza/fadiga, 

cefaleia, mialgia, dor de garganta, coriza, dispneia, anorexia/náusea/vômito, diarreia, estado 

mental alterado.  

Critérios epidemiológicos:  

1. Residir ou trabalhar em uma área com alto risco de transmissão do vírus: por exemplo, 

ambientes residenciais fechados e ambientes humanitários, como acampamentos e ambientes 



23 
 

semelhantes a acampamentos para pessoas deslocadas, a qualquer momento nos 14 dias 

anteriores ao início dos sintomas; ou  

2. Residir ou viajar para uma área com transmissão comunitária a qualquer momento nos 14 

dias anteriores ao início dos sintomas; ou 

3. Trabalhar em ambiente de saúde, incluindo unidades de saúde e domicílios, a qualquer 

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

Foram classificados como casos moderados para adultos com  COVID-19 aqueles com 

sinais clínicos de pneumonia (febre, tosse, dispneia, taquipnéia), mas sem sinais de pneumonia 

grave, e que mantem saturação pulmonar de oxigênio (SpO2) ≥ 90% em ar ambiente(77). 

  Foram classificados como casos graves segundo a OMS aqueles indivíduos com sinais 

clínicos de pneumonia (febre, tosse, dispneia) e  mais um dos seguintes: frequência respiratória 

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

    

 

1.7 Apo E e COVID-19 

  A análise de dados de 382.188 participantes de ascendência europeia no UK Biobank 

(79) revelou um alto risco de COVID-19 grave em pessoas portadoras do alelo de Apo E do 

tipo ε4 quando em homozigose e com teste positivo para COVID-19 (independente de doenças 

preexistentes como demência, doenças cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2) quando 

comparadas com ε3ε3. Em comparação com o genótipo ε3ε3, o mais comum, o risco de contrair 

a COVID-19 para pessoas carreadoras de dois alelos ε4 foi duplicado (OR = 2,31)(80). Um 

outro estudo com 22.384 participantes na Inglaterra evidenciou que o genótipo ε4ε4 foi 

associado a positividade do teste de COVID-19 e a um aumento de 4 vezes na mortalidade após 

testar positivo para COVID-19 (OR = 4.29, 95% CI: 2.38–7.72, p = 1.22 × 10−6) quando 

comparado com os carreadores do genótipo ε3ε3(81). Outro estudo mostrou que pacientes 

carreadores de pelo menos um alelo ε4 eram mais sintomáticos 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 ε4 estão 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 

associação com pacientes com COVID-19 na terapia intensiva em relação às 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 síndrome pós-COVID-19 (28). Acredita-se que as 

diversas pleiotropias de Apo E4 podem mediar múltiplas morbidades, aumentando a 

vulnerabilidade do hospedeiro ao SARS-CoV-2(4).  Várias morbidades associadas à Apo E4 

também são relacionadas à maior mortalidade e morbidade na COVID-19 como diabetes 

mellitus, obesidade(84), demência e doenças cardiovasculares(80, 85). Um volume crescente 

de estudos, incluindo estudos de Genome-wide associations (GWAS), mostra associações 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 doença(81, 90).  Entretanto, essa 

associação ainda requer evidências mais robustas na literatura, indicando a necessidade de 

novos estudos com diferentes perfis de população.  

  Cerca de 20 a 40% da produção de Apo E vem de células como pneumócitos 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 vírus se liga(91). Estudos  em ratos com ablação de Apo E  

mostraram defeitos de alveologênese, aumento da resistência do fluxo aéreo e perda acelerada 

de retração pulmonar durante o envelhecimento(92), o que mostra que a Apo E é importante 

para a manutenção adequada do microambiente e arquitetura pulmonar. A concentração 

pulmonar de Apo E pode ser considerada como um sinal de alerta em asmáticos, pois está 

associada à ativação do inflamassoma e produção de interleucina IL-1β por macrófagos(93). 

Desse modo, a Apo E parece ser importante para o adequado funcionamento pulmonar e 

imunológico contra patógenos, ao mesmo tempo em que participa da formação do 

inflamassoma, mecanismo este relacionado ao desenvolvimento da síndrome respiratória 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 ε4 tiveram níveis mais elevados de 

colesterol plasmático e nos pneumócitos do que indivíduos com o genótipo ε3/ε3 em uma meta-

análise envolvendo 14.799 indivíduos 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 vírus, como será explicado abaixo. 

Um desses mecanismos está ligado a defeitos na via de RCT, da qual a Apo E participa 

diretamente sendo responsável pela homeostase lipídica nos tecidos periféricos(95, 96). Sem o 

RCT adequado, como ocorre em portadores de ε4/ε4, pode haver acúmulo de células espumosas 

(macrófagos carregados de lipídeos) no pulmão, e a geração de um acúmulo anormal dessas 
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células na infecção por SARS-CoV-2 leva aumento da gravidade por mudança da arquitetura 

pulmonar, aumento da aterosclerose e risco de eventos trombóticos. Além disso, o aumento do 

colesterol intracelular nos pneumócitos se correlaciona com a maior gravidade da COVID-19 

em idosos(97), que tem maior chance de aterosclerose e, naturalmente, mais células espumosas 

que os não idosos. Com relação à correlação positiva entre o aumento do colesterol intracelular 

e a infectividade do SARS-CoV-2(98), sabe-se que o aumento desse lipídeo nas células duplica 

as chances de entrada do vírus por aumento o tráfego do receptor de ECA2 para o sítio de 

entrada endocítico. Além disso, a produção de vírions mais infecciosos pode ser afetada pelo 

colesterol intracelular e levar a uma ligação mais eficaz deles ao receptor de ECA2. Isso ocorre 

quando enzimas chamadas furina proteases, que são abundantes no tecido pulmonar, clivam a 

sequência PRRAR contida na glicoproteína S (spike), porta de entrada do SARS-CoV-2. O 

colesterol intracelular é capaz de afetar o local de clivagem da glicoproteína S pela furina, 

posicionando-a de maneira ideal para a infecção viral nas células epiteliais e, desse modo, 

aumentando a eficiência da infeção do SARS-CoV-2 nas células(98). 

 

1.8.2 Inflamassoma: A Apo E4 pode estar envolvida na iniciação do inflamassoma mediado 

por NLRP3. Assim como na COVID-19 grave, a ativação de citocinas inflamatórias como IL-

6, TNF e CCL3 (marcadores de tempestade de citocinas(99)), além de propriedades pró-

trombóticas das células endoteliais(100) e neuro inflamação (caracterizada pelo aumento da 

expressão 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 pneumócitos(98), esse pode ser um 

mecanismo que ativa o inflamassoma por NLRP3 levando à superprodução de IL-1β, que 

encontra-se aumentada na COVID-19. Alguns estudos têm mostrado que o colesterol e ácidos 

graxos intracelulares são importantes reguladores da sinalização de NLRP3 através de várias 

vias (102, 103). Ácidos graxos saturados como o palmítico e esteárico servem como “padrões 

moleculares associados a danos” (DAMPs) endógenos, ativando o inflamassoma mediado por 

NLRP3 in vitro e in vivo, por cristalização intracelular em macrófagos(104). Esses cristais de 

colesterol estimulam neutrófilos a liberar armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs)(105). 

As NETs também são encontradas em casos graves de COVID-19(106) como já citado 

anteriormente. O inflamassoma mediado por NLRP3 também está aumentado em modelos 

animais de obesidade(107, 108) e em idosos(109), que também são fatores de risco para 

COVID-19 grave. 
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  Assim, esses mecanismos poderiam explicar por que a desregulação metabólica que 

ocorre nos indivíduos carreadores da isoforma Apo E4 poderia ativar o inflamassoma 

aumentando a produção de citocinas e amplificando a gravidade da COVID-19.  

 

1.8.3 Oxidação de LDL: A produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (ROS) que 

são gerados como resultado do estresse oxidativo vascular em doenças como 

hipercolesterolemia, diabetes mellitus, hipertensão ou tabagismo leva à oxidação do LDL(110). 

Ela pode ocorrer por processos oxidativos enzimáticos ou não enzimáticos levando à 

modificações de lipídios LDL e apolipoproteínas(111). O produto final da oxidação lipídica é 

a formação de LDL oxidado que contém fosfolipídios bioativos e triglicérides de produtos 

derivados do colesterol. Macrófagos reconhecem o LDL oxidado através dos receptores 

“scavenger” e os fagocitam formando as células espumosas, que são o processo patológico 

chave para a formação de placas ateroscleróticas. O LDL oxidado pode ser internalizado por 

sua ligação a receptores 1 de lectinas oxidadas (LOX-1) e ao heterotrímero de 

CD36/TLR4/TLR6 expresso em monócitos/macrófagos e células endoteliais. Uma vez 

internalizado, o acúmulo de lipídios intracelulares leva a ativação de várias vias pró-

inflamatórias e pró-oxidativas(111). O LDL oxidado também funciona como DAMP que ativa 

o NLPR3 e consequentemente gera um inflamassoma com secreção de IL-1β e IL-18(111, 112). 

  O LDL oxidado pode levar a alterações pulmonares. Isso foi demonstrado com a 

administração intranasal de LDL oxidado humano a camundongos, resultando em uma resposta 

inflamatória que espelha as características da inflamação pulmonar induzida pela fumaça do 

cigarro(113). Doenças como obesidade, síndrome metabólica e doença pulmonar obstrutiva 

crônica (DPOC), que são fatores de risco para COVID-19 grave, também estão associadas ao 

LDL oxidado(113-115).  

  O LDL oxidado estimula vias pró-inflamatórias com DAMPs em comum com as 

ativadas por SARS-CoV2. Os pacientes com COVID-19 têm fosfolípides oxidados na 

membrana de pneumócitos e macrófagos lesados pelo vírus, que poderiam atuar como DAMPS 

aumentando a inflamação da doença. Assim, a oxidação de lipídeos parece estar envolvida na 

patogênese do SARS-CoV-2, na piora da inflamação e do quadro clínico dos pacientes, 

induzindo lesão pulmonar e produção de citocinas pelos macrófagos pela via TLR4-TRIF (116). 

Além disso, ao aumentar os níveis de expressão de ECA2 e TMPRSS2(117) e a densidade de 

colesterol nas membranas formando as chamadas jangadas lipídicas, (locais onde o vírus irá se 

ligar para infectar a célula pois contem alta concentração de ECA2) (118) a LDL oxidada 

contribui para o aumento da susceptibilidade à infeção viral.  
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  Os carreadores da isoforma de Apo E4 têm maior estresse oxidativo(119) e níveis mais 

altos de LDL circulantes  que os demais pacientes com outras isoformas de Apo E (16, 120), 

podendo-se observar que o nível sérico de LDL oxidada em fumantes e carreadores da isoforma 

4 é 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, alterações vasculares cerebrais e atividade de ECA-2 

O dano em microvasculaturas cerebrais na COVID-19 em pacientes graves é o principal 

causador de complicações neurológicas(41) e, ao mesmo tempo, essas lesões também são vistas 

em carreadores de Apo E4 em doenças neurodegenerativas(122). Um estudo encontrou uma 

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

Ao se ligar à proteína de membrana, receptor da ECA-2(123), presente em larga escala 

nas células endoteliais(124), o coronavírus desencadeia a ativação de uma cascata inflamatória 

com formação  do complexo calicreína-bradinina(45) que, por sua vez, leva à ativação de 

neutrófilos e plaquetas. A inflamação exuberante é um dos mecanismos de gravidade da 

COVID-19. Acredita-se ainda que indivíduos carreadores da isoforma Apo E4 também tenham 

menos atividade de ECA-2(41). Assim, com essa enzima menos ativa quando o vírus se liga a 

ela, e ocupa, portanto, seu sítio de ligação, sobra menos ECA-2 impedindo a formação adequada 

da angiotensina 1-7, que é uma importante enzima contrarreguladora que inibe vários processos 

inflamatórios. Sem esses efeitos contrarregulatórios sobre a angiotensina II poderia haver 

exacerbação dos efeitos deletérios de vasocontrição, que também estão presentes na COVID-

19 grave. Assim, é plausível acreditar que portadores do alelo 4 possam ser mais suceptíveis à 

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 

hipertensão arterial sistêmica, diabetes mellitus, doença crônica pulmonar e comorbidades 

associadas além do perfil genético se mostram como fatores de risco para os quadros graves da 

doença. No entanto, por vezes não se encontra um fator envolvido (125).  

  Além dos fatores genéticos como a Apo E4 já elucidados a obesidade também se mostra 

como um fator de risco para a maior gravidade da COVID-19. O primeiros trabalhos na 

pandemia já apontaram que a mortalidade da COVID-19 grave era maior em indivíduos 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 índice de massa corporal (IMC) > 40kg/m² tiveram maior taxa de 

mortalidade em relação aos eutróficos. Aqueles com IMC > 45kg/m² tiveram uma razão de 

risco de 4,18, mesmo ajustado para várias comorbidades como hipertensão, insuficiência 

cardíaca, diabetes, infarto agudo do miocárdio, doença renal e pulmonar crônicas.  O risco de 

óbito foi maior em pacientes do sexo masculino e abaixo de 60 anos de idade(129). Outros 

estudos também encontraram maior morbidade e gravidade da doença em pacientes com IMC 

> 40kg/m² (130, 131).  

 Um dos grandes desafios em se entender a doença passa pela predição de quais pacientes 

obesos tem maior chance de evoluir para o quadro grave ou mesmo o óbito devido à síndrome 

da resposta inflamatória sistêmica. Nessa síndrome, o paciente evolui com uma cascata de 

eventos que culmina na intensa produção de citocinas inflamatórias. 

 Dentre os mecanismos que justificam o maior risco de morbidade da COVID-19 em 

indivíduos com obesidade, pode-se citar a fisiologia pulmonar restritiva e apneia do sono, 

diabetes e dislipidemia, disfunção imunológica com sinalização anti-inflamatória deprimida 

(redução de citocinas anti-inflamatórias como a adiponectina) e aumento da sinalização pró-

inflamatória (com aumento da leptina, interleucina-6 e fator de necrose tumoral), disfunção 

endotelial e ainda alteração do sistema renina-angiotensina, que aumenta o risco de hipertensão 

e piora a inflamação e o risco de dano alveolar(132). Além disso, sabe-se que o tecido adiposo 

em excesso tem alta expressão do receptor da enzima conversora de angiotensina 2 que serve 

de ligação para entrada do SARS-CoV-2 para a célula(133). Assim, poderia servir como um 

reservatório viral e local de replicação, prolongando a disseminação do vírus.  

 

2. JUSTIFICATIVA 

  A relação entre diferentes isoformas de Apo E e síndromes gripais, particularmente no 

contexto da COVID-19, continua sendo uma área de interesse de pesquisa. Estudos que 

aprofundam a compreensão das interações hospedeiro-patógeno e o papel da Apo E na 

gravidade da doença são essenciais. Entender os efeitos dos genótipos de Apo E durante surtos 

contínuos de vírus respiratórios pode revelar novas estratégias de tratamento que podem 

melhorar os resultados dos pacientes e reduzir a carga geral da doença. 

  Uma vez que portadores do alelo ɛ4 em homozigose tem associação com o aumento de 

formação do inflamassoma, fator que acompanha a fisiopatologia da COVID grave, e pode 

também estar a associada a outras doenças virais; e sabendo que  a COVID-19 é uma doença 

nova e com consequências 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 síndromes gripais.  

 Ao incluir apenas pacientes que apresentaram sintomas semelhantes aos da gripe em 

vez da população em geral, este estudo busca mitigar potenciais vieses na análise, excluindo 

aqueles menos expostos a contaminações ambientais. Todos os participantes deste estudo 

apresentaram sintomas semelhantes aos da gripe que os levaram a procurar serviços médicos, 

permitindo uma investigação aprofundada da gravidade e progressão da doença em indivíduos 

portadores do alelo ε4 em comparação com aqueles que não os apresentam. Entender o perfil 

genético da Apo E, dados antropométricos, demográficos e de citocinas em uma população 

brasileira, uma vez que o Brasil teve um dos maiores índices de COVID vistos durante a 

pandemia, é fundamental no intuito de traçar estratégias futuras de políticas públicas de 

prevenção e de vacinação para pessoas que possam ter um perfil indicativo de maior risco da 

doença grave. Além disso, a descoberta de fatores de suscetibilidade genética pode abrir novos 

caminhos para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas no futuro com base nos processos 

moleculares relacionados às consequências clínicas da infecção por COVID-19. 

 

3. OBJETIVOS  

 Este estudo tem como objetivo avaliar a possível interferência do alelo ε4 na gravidade 

e progressão de síndromes semelhantes à gripe e COVID-19.  

 

3.1 Objetivos específicos: 

1. Observar a frequência dos polimorfismos da Apo E em indivíduos com síndromes gripais 

e naqueles com teste confirmatório para COVID-19.  

2. Observar as possíveis diferenças em indivíduos carreadores ou não do alelo 4 nos 

parâmetros sociodemográficos e antropométricos em indivíduos com síndrome gripal e no 

subgrupo dos indivíduos que desenvolveram COVID-19. 

3. Avaliar se a presença da Apo E4 influencia no perfil de citocinas em indivíduos com 

SG e no subgrupo de COVID-19 . 

4. Observar se a gravidade de COVID-19 está relacionada com a presença do alelo 4 ou 

com outros parâmetros sociodemográficos e antropométricos estudados. 

 

4.MÉTODOS 

4.1 Seleção das amostras: Os dados do presente estudo fazem parte do banco de dados obtidos 

pela Prof.  Ana Caetano Faria, exceto o genótipo de Apo E que foi determinado para este estudo 
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específico. Nosso estudo incluiu indivíduos adultos a partir de 17 anos que procuraram centros 

de saúde (UPA Centro-Sul ou Hospital Risoleta Neves) em Belo Horizonte, MG no período de 

novembro de 2020 a junho de 2021, por apresentarem sintomas gripais durante a pandemia de 

COVID-19 no Brasil. Esses foram então submetidos ao exame de RT-PCR com material de 

swab nasal para a confirmação do diagnóstico de COVID-19. Aqueles que se mostraram 

negativos para SARS-CoV-2 foram denominados portadores de Síndromes Gripais. Aqueles 

com teste positivo para SARS-CoV-2 (grupo COVID-19) foram acompanhados por 7 a 14 dias 

para avaliação da evolução do quadro, gravidade e necessidade de internação e desfecho clínico. 

O plasma obtido das coletas de sangue foi usado para dosagem de citocinas, o sangue total para 

o hemograma, perfil lipídico e proteína C reativa ultrasensível, enquanto o coágulo foi usado 

para a genotipagem das isoformas de Apo E. Apesar de não ter sido feita a identificação das 

cepas do vírus 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 indivíduos, sendo que 458 deles foram 

excluídos por falta ou impossibilidade de obtenção de todos os dados relevantes.  

 

4.2 Comitê de ética e pesquisa 

  Todos os pacientes assinam um termo de consentimento informado como voluntários. 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética n° 5.498.897, pela Comissão Nacional de Ética 

em Pesquisa (CONEP) e pelo Conselho de Ética em Pesquisa, comissões da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG), (CAAE 40208320.3.2001.0061). Este estudo está registrado 

no Registro Brasileiro de Ensaios Clínicos (ReBEC) - REBEC (ensaiosclinicos.gov.br) número: 

RBR-2sm4qmy 

 

4.3 Critérios de Inclusão e Exclusão: Foram incluídos 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 indivíduos com sintomas gripais com idade entre 17 a 90 

anos, que possuíam no máximo 7 dias de sintomas gripais relatados. Indivíduos sem sintomas 

gripais foram excluídos do atual estudo por serem fontes de variáveis de confusão como 

reclusão em casa, tipo de exposição, etc. Assim, assumimos que indivíduos com sintomas 

gripais foram igualmente expostos a ambientes capazes de contaminá-los com vírus, sejam eles 

rinovírus, influenza, entre outros (no caso de SG) ou SARS-CoV-2 (subgrupo COVID-19). Os 

pacientes com SG não tiveram seus agentes etiológicos definidos por testes diagnósticos e 
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foram todos agrupados com diferentes etiologias no grupo SG. Foram incluídos pacientes com 

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

 

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

 

 Legenda: branco – não infectado, amarelo :COVID leve, laranja: COVID moderada, vermelho: COVID grave, 
preto: óbito. 
 

  Foram excluídos indivíduos convalescentes, HIV positivo com carga viral detectável, 

portadores de câncer em atividade, crianças e adolescentes menores de 17 anos. Além disso, 

foram excluídos os pacientes que não tinham coágulo disponível para a extração do DNA, ou 

que tivessem algum teste de confirmação ou exclusão da COVID-19 faltante, ou que não 

tivessem os dados antropométricos e sociodemográficos 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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4.4 Coleta do Coágulo 

  A coleta do coágulo 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 coágulo), 

as amostras foram processadas no Instituto René Rachou - FIOCRUZ em Belo Horizonte, MG. 

O processamento do material biológico ocorreu em até 24 horas após a coleta. O sangue foi 

processado em 3000 rpm com 9 minutos de aceleração e 4 minutos de desaceleração na 

centrífuga refrigerada de mesa Sorvall modelo ST16R - Thermo scientific. As alíquotas do soro 

e do plasma foram congeladas em um freezer com temperatura a -80º celsius. O coágulo foi 

congelado a -10º celsius. 

   

4.5 Teste RT-PCR  

  Para o diagnóstico dos indivíduos com COVID-19, foram coletadas amostras de 

esfregaço nasofaríngeo por swab nasal para a realização do teste RT-PCR. As amostras foram 

processadas e analisadas no Laboratório do Centro de Tecnologia em Vacinas (Centro de 

Pesquisa UFMG/FIOCRUZ/BH-TEC) em Belo Horizonte, MG. 

 Após a identificação das amostras foi iniciado o processo de extração e purificação do 

RNA. Para tanto, foi adicionado um tampão que realiza a lise de células presentes, em seguida 

Coleta inicial dos dados 
N=738 

RT-PCR para COVID-19

Sintomas gripais + RT-PCR 
negativo para COVID-19+ 

genotipagem APOE

N=145

Sintomas gripais +RT-PCR 
positivo para COVID-19+ 

genotipagem APO E

N=135

Possibilidade de extração do 
DNA (coagulo coletado) para 

genotipagem de APOE 
N=567 Dados antropométricos e 

sociodemográficos 
completos N=280
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o material passou por uma coluna de purificação que filtra o RNA para então ter sua eluição e 

purificação. Posteriormente a essa fase, teve início o processo de amplificação de detecção do 

RNA viral. Para a realização do teste de RT-PCR o CT vacinas utilizou dois tipos de protocolos, 

o protocolo CHARITÉ 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 regiões no gene do nucleocapsídeo). Também foi utilizado a RNaseP humana 

como controle para verificação de que amostra foi coletada de forma correta.  Nesse teste 

primeiramente ocorre a etapa de transcrição reversa, onde um primer liga-se a região 

complementar de interesse, desencadeando a ação da transcriptase reversa, que sintetiza uma 

fita de DNA complementar, sob a temperatura de 45º graus celsius por 15 minutos. Na 

sequência, a temperatura é elevada a 95º graus célsius por 3 minutos para fazer a dissociação 

da dupla fita. Uma vez separada, a fita de DNA complementar passa pelo processo de 

amplificação, na qual novamente um primer se liga de maneira específica na região de interesse, 

e a DNA polimerase começa sua atividade. Esse processo ocorre a 58º graus célsius durante 1 

minuto. Assim, no final do primeiro ciclo de amplificação uma fita gera duas fitas e a seguir o 

processo permanece ocorrendo em uma progressão geométrica. A cada amplificação é gerado 

uma fluorescência a qual é captada pelo equipamento. O equipamento gera um gráfico que 

avalia se a fluorescência alcançou o limiar “Threshold”. Ao alcançar esse limiar é gerado um 

valor de CT, que corresponde ao ciclo de amplificação, onde quanto menor o CT, maior a carga 

viral. 

 

4.6 Extração do DNA 

 A extração do DNA teve início após a primeira reunião de qualificação e o método de 

extração do DNA foi feito de acordo com o protocolo do kit de extração da thermofisher 

Purelink Invitrogen K182002.  

Nesse protocolo foram feitos os seguintes passos:  

1. Adicionado 20 µl de Proteinase K (20 mg/mL) a um tubo de microcentrífuga estéril. 

2. Transferido 200 µl de do coágulo para o tubo contendo proteinase K (20 mg/mL). 

3. Adicionado 20 µl de RNase (20 mg/mL) A à amostra. Misturado bem em vórtex breve e 

incubado à temperatura ambiente por 2 minutos. 

4. Adicionado 200 µl de PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer e misturado bem por 

vórtex para obter uma solução homogênea. 

5. Incubado a 55°C por 10 minutos para promover a digestão de proteína. 
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6. Adicionado 200 µl de etanol 96-100% ao lisado. Misturado bem por vórtex para produzir 

uma solução homogênea. 

7. Prosseguimos imediatamente para o protocolo de purificação. 

8. Adicionado o lisado (~640 µl) preparado com PureLink™ Genomic Lysis/Binding 

Buffer e etanol para a coluna. 

9. Centrifugada a coluna a 10.000 × 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 µl de Wash Buffer 1 preparado com etanol à coluna. 

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

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

14. Adicionado 500 µl de Wash Buffer 2 preparado com etanol à coluna. 

15. Centrifugado a coluna à velocidade máxima durante 3 minutos à temperatura ambiente. 

Descartado o tubo coletor. 

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

17. Adicionado 25-200 µl de PureLink™ Buffer de eluição genômica para a coluna. 

Escolhido o volume de eluição adequado às suas necessidades (escolhemos o volume de 

30 µl). 

18. Incubado à temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugada a coluna à velocidade 

máxima durante 1 minuto à temperatura ambiente. O tubo continha o DNA genômico 

purificado. Descartada a coluna. 

 

4.7 Quantificação do DNA 

 Usando a espectrofotometria, mediu-se a quantidade e pureza do DNA. A concentração 

de DNA foi obtida por leituras a 260 nm. Usou-se a razão de leituras em 260 nm/280 nm para 

estimar a pureza do DNA. 

 

4.8 Genotipagem de Apo E 

 O genótipo da Apo E foi identificado por PCR em tempo real com ensaios TaqMan. 

Foram analisados dois polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) da Apo E, rs429358 e 

rs7412, correspondentes às posições 112 e 158 da proteína, respectivamente. Para cada SNP, 

as reações foram realizadas em duplicata em placas de microtitulação de 96 poços com volume 

final de 10,1 μl cada, contendo 5 μl de TaqMan Universal PCR Master Mix (ThermoFisher, 

Brasil), 2,5 μl  de água (grau biomol), 0,6 μl de cada sonda (FAM ou VIC) e 2μl de DNA (30–
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100 ng). As condições de corrida foram 1 ciclo a 60º por 30 segundos, 1 ciclo a 95º por 10 

minutos, 50 ciclos de desnaturação a 95°C por 15s e 50 ciclos de hibridação e extensão a 60°C 

por 1 min e 1 ciclo a 60º 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 sequências marcadas com um corante VIC/FAM diferentes para 

os polimorfismos C/T, respectivamente. Esta técnica permite a identificação dos seis genótipos 

possíveis: ε2/ε2; 𝜀2/𝜀3; 𝜀2/𝜀4; 𝜀3/𝜀3; 𝜀3/𝜀4; e ε4/ε4, de acordo com a combinação de 

fluorescência detectada para cada posição. Assim, ε2 seria apenas a detecção de fluorescência 

FAM; ε3 apresentaria FAM para rs429358 e VIC para detecção de fluorescência de rs7412 e; 

ε4 seria apenas detecção de VIC para ambos os SNPs vide figura 5. 

Figura 5 . Fluorescência para definição de isoformas de Apoe 

 

 

4.9 Dados antropométricos  

Os participantes foram pesados sem sapatos e com roupas leves em balança de 

plataforma da marca Welmy w200a com capacidade para 200 kg. A altura foi aferida com os 

pacientes descalços e eretos, com os pés paralelos e com calcanhares, tronco, e cabeça tocando 

o estadiômetro (acurácia de 0,5 cm). O IMC foi calculado com o peso (kg) dividido pelo 

quadrado da altura (m)  [IMC=peso(kg)/altura(m2)](136). Seguindo o padrão da OMS, foram 

considerados eutróficos aqueles com IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m2, com sobrepeso se IMC≥25 

a 29,9kg/m2, e com obesidade aqueles com IMC maior ou igual a 30 kg/m2 (137). Os pacientes 

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

  

4.10 Questionários e banco de dados 

 Os dados coletados e constantes no projeto atual foram coletados pela equipe da Prof.ª 

Dra. Ana Maria Caetano de Faria e são: classificação clínica para COVID-19; score da WHO 

para gravidade, desfecho clínico (óbito, alta hospitalar ou perda de seguimento), idade, gênero, 

Apo e2:
Detecta  

fluorescência  
FAM em SNP 

429358 e 7412

Apo e3: 
Detecta 

fluorescência 
FAM para 429358 
e VIC para 7412

Apo e4 : 
Detecta 

fluorescência VIC 
em SNP 429358 e 

7412
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autorrelato de cor da pele (que geralmente é referido como etnia), duração da doença (dias), 

IMC (eutrófico, sobrepeso ou obesidade), estado vacinal, comorbidades (classificadas em 

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

 

4.11 Dosagem das citocinas inflamatórias 

  Os mediadores plasmáticos foram medidos usando plasma heparinizado para detecção 

e quantificação de analitos para 280 indivíduos de Belo Horizonte- MG, Brasil. A técnica de 

imunoensaio magnético realizada com o equipamento Luminex (Bio-Plex® 200, Bio-Rad) e 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 -80ºC foi utilizada para 

transporte e armazenamento das amostras. O software Bioplex™ xPONENT versão 3.1 (Bio-

Rad) foi usado para analisar o seguinte painel: IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), IFN-γ e 

TNF. O painel de mediadores e suas configurações padrão são apresentados na tabela 2 a seguir: 

Tabela 2. Citocinas analisadas, sua porcentagem de detecção e configurações padrão. 

Citocina Porcentagem de detecção Configuração padrão (pg/ml) 

IFN-γ 95.78 4.495 

IL-10 99.33 26.569 

IL-12(p70) 99.33 19.101 

IL-1β 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 lipídico, hemograma e proteína C reativa 

  A medida do perfil lipídico foi feita segundo método enzimático usado no laboratório 

de análises clínicas 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 Fórmula de Friedewald 

para o cálculo do LDL. O hemograma foi realizado no laboratório Hermes Pardini com análise 
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automatizada com analisador hematológico modelo Hematoclin 5.2-R16646 e a proteína C 

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

 

4.13 Análise estatística 

  As variáveis contínuas foram avaliadas quanto à normalidade pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov, tendo todas sido classificadas como não-paramétricas e expressas como mediana 

(mínimo e máximo). Para comparação entre grupos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney. 

As demais variáveis foram expressas como n (%) e comparadas por meio do teste de Qui-

quadrado ou Teste Exato de Fisher (quando as frequências mínimas esperadas foram menores 

do que cinco). A correlação de Spearman foi utilizada para avaliar o coeficiente de correlação 

entre todas as variáveis. A regressão logística binomial foi utilizada para identificar variáveis 

associadas à classificação clínica da COVID-19 (leve ou moderada/grave), em modelos 

univariados e multivariados. Para todas as análises, a significância estatística foi considerada 

quando p<0,05. O software utilizado foi o SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Armonk, 

NY), na versão 22.0.  

 

5. RESULTADOS 

As características da população 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/m2 e 48,2% da amostra foram diagnosticados com COVID-19, enquanto 

os 51,8% restantes tiveram diagnóstico de síndrome gripal (SG) (Tabela 3). Não foi feito o 

diagnóstico etiológico das SG. Comorbidades foram relatadas em 43,57% da população total, 

41,4% do grupo com síndrome gripal e 45,1% do grupo com COVID-19. As principais 

comorbidades relatadas foram hipertensão arterial sistêmica (20,7% da população total), 

doenças respiratórias como bronquite, asma, doença pulmonar obstrutiva crônica (12,1%), 

diabetes mellitus (6,4%) e doenças cardíacas (3,9%). Não houve diferença 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 classificação clínica leve (65,9%). O desfecho 

clínico mais observado foi a alta hospitalar (97,5% da amostra) e a maioria da amostra não 

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

 
Tabela 3. Características sociodemográficas e clínicas dos pacientes incluídos no estudo 
 

Variável Total (n= 280) 
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Sexo, n (%)  
Feminino  141 (50,4) 
Masculino 139 (49,6) 

 
Idade (anos), mediana (mín. – máx.) 41 (17 – 90) 

 
Idade (adultos e idosos), n (%)  
Adulto 241 (86,1) 
Idoso 39 (13,9) 

 
Etnia segundo cor da pele autorrelatada, n (%)  
Branca 68 (24,3) 
Parda 143 (51,1) 
Preta 58 (20,7) 
Amarela 7 (2,5) 
Indígena 1 (0,3) 
Não identificado 3 (1,1) 

 
IMC (kg/m2), mediana (mín. – máx.) 26,6 (14,6 – 51,5) 
  
Estado nutricional, n (%)  
Baixo peso 4 (1,4) 
Eutrófico 96 (34,3) 
Sobrepeso 107 (38,2) 
Obesidade 73 (26,1) 
  
Diagnóstico, n (%)  
COVID-19 135 (48,2) 
Síndrome gripal 145 (51,8) 

 
Classificação clínica para COVID-19 (n=135), n (%)  
Leve 89 (65,9) 
Moderada 22 (16,3) 
Grave 24 (17,8) 

 
Desfecho clínico, n (%)  
Óbito  1 (0,4) 
Alta hospitalar 273 (97,5)  
Desconhecido 6 (2,1) 

 
Dias de doença, mediana (mín. – máx.) 5 (1 – 30) 

 
Dias de doença (por faixas), n (%)  
1 a 7 dias 198 (70,7) 
8 a 14 dias 56 (20,0) 
Mais de 14 dias 26 (9,3) 

 
Dias de internação, mediana (mín. – máx.) 4 (1 – 9) 
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Presença de comorbidade ou doença crônica, n (%)  
Sim 125 (44,6) 
Não 155 (55,4) 

 
Número de comorbidades por paciente, n (%)  
Sem comorbidades 155 (55,4) 
Uma comorbidade 69 (24,6) 
Duas ou mais comorbidades 56 (20,0) 

               IMC: Índice de Massa Corporal 

 

 

Foi observado que as medianas de triacilglicerol, colesterol total, colesterol HDL (HDL-

c) 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 incluídos no estudo 
 

Variável 
Total 

(n= 280) 

Carga viral (Ct), mediana (mín. – máx.)  22 (13 – 37) 
 

Contagem de células e análises séricas, mediana (mín. – máx.) 
Plaquetas (x103/mm3) 172 (29 – 340) 
Proteína C reativa(mg/dl) 4,5 (4,0 – 121,0) 
Interleucina-1 beta (IL-1β), 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-γ), pg/ml 5,7 (0,07 – 109,0) 
Fator de necrose tumoral (TNF), pg/ml 9,9 (0,3 – 932,7) 
Triglicerídeos, (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 relação às isoformas de Apo E, a maioria dos pacientes era homozigótica para o 

alelo 3 e, dos pacientes restantes, 8,2% tinham pelo menos um alelo 2 e 31,5% tinham pelo 

menos um alelo ɛ4 de Apo E. Essa distribuição 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 indivíduos (3,6%) apresentaram homozigose para o alelo 4, sendo 7 no grupo 
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com síndrome gripal e 3 no grupo com COVID-19. No entanto, os dados da população total e 

dos grupos com síndrome semelhante à gripe e da COVID-19 estavam em equilíbrio de Hardy-

Weinberg: População 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 indivíduos analisados no estudo e nos subgrupos 

SG e COVID-19  

 População Total 
(N= 280) 

Síndrome gripal 
(N= 145) 

COVID-19  
(N=135) 

 

 % (N) % (N) % (N) Valor P* 
Distribuição de alelos de Apo E  

0.381 
ε3 78% (437) 82% (237) 78% (210) 
ɛ4 17.5% (98) 17% (49) 18% (49) 
ɛ2 4.5% (25) 1% (4) 4% (11) 
        

Genotipagem de Apo E  
ɛ3/ɛ3 60.6% (170) 62.7% (91) 58.5% (79) 

0.771 ɛ2/ɛ2 0.4% (1) 0% (0) 0.7% (1) 
ɛ3/ɛ2 7.5% (21) 8.3% (12) 6.7% (9) 
ɛ3/ɛ4 27.2% (76) 22.8% (33) 31.9% (43)  
ɛ4/ɛ4 3.6% (10) 4.8% (7) 2.2% (3)  
ɛ2/ɛ4 0.7% (2) 1.4% (2) 0% (0) 

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

Quando os indivíduos foram agrupados em portadores do alelo ε4 (genótipos ε4ε4; ε4ε3 

e ε4ε2) ou não portadores (genótipos ε3ε3, ε2ε2 e ε3ε2), não houve diferença entre nenhum dos 

parâmetros analisados, exceto pelo colesterol total que foi maior no grupo portador de ε4, como 

esperado (Tabela 6). Os dados sobre PCR e citocinas não sugerem qualquer influência da 

presença do alelo ε4 no estado inflamatório desta população. A frequência de teste positivo para 

SARSCoV-2 foi semelhante entre os grupos. Cerca de 12% desses indivíduos haviam sido 

vacinados com uma dose da vacina COVID-19 antes do início deste estudo e distribuídos de 

forma semelhante em grupos de portadores de ε4 e não portadores. Além disso, foram 

analisados os dados excluindo os indivíduos vacinados, e o resultado permaneceu inalterado 

em relação à população total. Dessa forma, esses indivíduos foram mantidos na análise 

principal.  
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Tabela 6.  Análise de 280 indivíduos incluídos no estudo de acordo com a presença do 

alelo  

 Portador do alelo 4   
 Não Sim  Valor P 

Sexo   
0.5213 Masc  51.04% (98) 46.59% (41) 

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 etária 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 (Classificação brasileira)  

Pardo 16.14% (31) 22.72% (20) 

0.3211 
Preto 42.18% (81) 34,10% (30) 
Branco 19,27% (37) 22.72% (20) 
Outros 2.08% (4) 4.54% (4) 
Não reportado 20.31% (39) 15,91% (14) 

    
IMC (kg/m2) 26.6 (16.0-51.5) 26.7(14.6-45.6) 0.8742 
 
IMC Classificação@ 

Baixo peso  1,04% (2) 2,38% (2) 

0.8450 
Eutrófico 35,41% (68) 33,33% (28) 
Sobrepeso 36,97% (71) 38,09% (32) 
Obesidade 26,56% (51) 26,19% (22) 

 
Número de Comorbidades  

0 56.54% (108) 52.27% (46) 

0.1762 
1 25.65% (49) 22.72% (20) 
2 7.32% (14) 15.90% (14) 
>2 10.47% (20) 9.09% (8) 

Perfil lipídico (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 

        
Análise bioquímica        
Leucócitos (x103/mm3) 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/mm3) 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 
        
Citocinas (pg/ml)        
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IL-1  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-  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 

Não  86.39% (165) 92.05% (81) 
Dados em mediana (min-max) ou percentual (n). IMC: Índice de massa corporal. @ baixo peso (IMC<18.5 
kg/m2), eutrófico (IMC:18.5-24.9 kg/m2), Sobrepeso (IMC: 25-29.9 kg/m2), obesidade (IMC: >30 kg/m2). Mann-
Whitney para dados apresentados em mediana min-max e Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (quando as 
frequências mínimas esperadas foram menores do que 5) para os resultados  apresentados em %(n).Valor P em 
destaque: significância (p<0.05). 

 
O próximo passo foi avaliar se a isoforma Apo E4 poderia influenciar a COVID-19 ou 

outras síndromes semelhantes à gripe. Em relação ao grupo com síndrome semelhante à gripe, 

não foram encontradas diferenças entre portadores de 4 e não portadores (Tabela 7). Nenhum 

indivíduo foi hospitalizado devido aos sintomas, que foram menos graves e intensos do que 

aqueles com COVID-19, e também devido à sobrecarga hospitalar na época e ao risco de 

contaminação pelo SARSCoV-2. No entanto, outras citocinas e o PCR foram semelhantes entre 

portadores e não portadores de ε4, apoiando os resultados da população total que não mostraram 

diferenças no padrão inflamatório dependente da presença de ε4. 

 

Tabela 7. Análise de 145 indivíduos com Síndrome Gripal acordo com a presença do 

alelo  

Portador do alelo ε4 

 
Não 

(N=103) 
Sim 

(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 etária    
Adulto (18-59) 85,4% (88) 85,7% (36) 0,999 
Idosos (> 60) 14,6% (15) 14,3% (6)  
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Cor da pele autorreferida (segundo a classificação brasileira) # 
Pardo 46% (47) 36% (15) 

0,493 
Preto 21% (22) 29% (12) 
Branco 21% (22) 26% (11) 
Outro 2% (2) 5% (2) 
Não relatado 10% (10) 5% (2) 
    
IMC (kg/m2) 25,36 (18,3 - 51,52) 26,71 (14,6-41,1)  
    
Classificação do IMC@ 
Abaixo do peso  1% (1) 5% (2) 

0,435 
Eutrófico 42% (43) 33% (14) 
Sobrepeso 36% (37) 38% (16) 
Obesidade 21% (22) 24% (10) 
 
Número de comorbidades ¥ 
0 58% (60) 52% (22) 

0,276 
1 21% (22) 24% (10) 
2 10% (10) 12% (5) 
>2 11% (11) 12% (5) 
    
Perfil lipídico (mg/dl) 
Colesterol total 175 (130-217) 233,5 (187-180) 0,190 
VLDL-c 22,5 (14-51) 23,5 (23-24) 0,857 
LDL-c 107 (62-132) 152 (101-203) 0,381 
HDL-c 45 (35-65) 58 (54-62) 0,571 
Triacilglicerol 126 (61-354) 118 (97-139) 0,471 
    
Análise bioquímica 
Leucócito(x103/mm 3 ) 8,5 (3,8-18,3) 9,6 (4,8-19) 0,262 
Hemoglobina (g/dl) 16 (9,9-18,2) 15,6 (12-21,2) 0,714 
Plaqueta (x103/mm 3 ) 185 (71-288) 187 (50-340) 0,435 
PCR (mg/dl) 19 (4-153,6) 4 (4-4) 0,151 

 
Citocinas (pg/ml) 
IL- 1b  0,48 (0,01-3,40) 0,28 (0,05-1,3) 0,104 
IL-6 0,51 (0,02-209,4) 0,45 (0,09-36,34) 0,066 
TNF 8,96 (0,34-381,2) 4,31 (1,2-53,53) 0,091 
IL-12 (p70) 0,55 (0,03-35,13) 0,46 (0,09-5,17) 0,485 
IFN- γ  3,50 (0,18-35,25) 2,92 (0,57-15,14) 0,236 
IL-4 0,61 (0,16-2,99) 0,46 (0,14-1,75) 0,060 
IL-10 1,09 (0,04-154,2) 0,89 (0,04-1,75) 0,464 
 
Vacinados contra a COVID-19* 
Sim 11% (11) 5% (2) 0,276 
Não 89% (92) 95% (40)  
    

Os dados são apresentados em mediana (min-max) ou porcentagem e (n). IMC: Índice corporal massa.# segundo 
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (https://www.ibge.gov.br), @ baixo peso (IMC < 18,5 kg/m 2), 
eutrófico (IMC: 18,5-24,9 kg/m 2), sobrepeso (IMC: 25-29,9 kg/m 2 ), 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 frequências mínimas esperadas foram menores do que 5) para os resultados  apresentados em %(n). Valor de p 
em negrito: significância estatística (p < 0,05). ¥ As principais comorbidades em 4 não portadores e 4 
portadores, respectivamente, foram hipertensão (23,8% e 19,4%), doenças respiratórias (10,7% e 14,3%), 
diabetes (7,8% e 2,38%), doenças 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 presença ou ausência do alelo ɛ4. Assim como encontrado na população total e no grupo 

Síndrome gripal, não houve diferenças nos parâmetros analisados (exceto pelo colesterol total), 

incluindo estado inflamatório (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Análise de 135 indivíduos com COVID-19 de acordo com a presença ou não do 

alelo ɛ4 

Variável 
Portador de alelo ɛ4  

Não  
(n=90) 

Sim 
(n=45) 

Valor p 

Sexo, n (%)    
Feminino  36 (40,0) 24 (53,3) 

0,148 
Masculino 54 (60,0) 21 (46,7) 
Idade (anos), mediana (mín. – máx.) 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) 
Raça/etnia, n (%)    
Branca 20 (22,2) 13 (28,9) 

0,329 
Parda 54 (60,0) 20 (44,4) 
Preta 14 (15,6) 10 (22,2) 
Amarela 2 (2,2) 1 (2,2) 
Indígena 0 (0,0) 1 (2,2) 
IMC (kg/m2), mediana (mín. – máx.) 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) 

0,800 
Eutrófico 25 (27,8) 14 (31,1) 
Sobrepeso 35 (38,9) 19 (42,2) 
Obesidade 29 (32,2) 12 (26,7) 
Classificação clínica 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 clínico, n (%)    
Óbito  1 (1,1) 0 (0,0) 

0,531 
Alta hospitalar 86 (95,6) 42 (93,3) 
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Desconhecido 3 (3,3) 3 (6,7) 
Dias de doença, mediana (mín. – máx.) 7 (1 – 18) 6 (2 – 19) 0,606 
Dias de doença (por faixas), n (%)    
1 a 7 dias 52 (57,8) 29 (64,4) 

0,765 8 a 14 dias 29 (32,2) 12 (26,7) 
Mais de 14 dias 9 (10,0) 4 (8,9) 
Dias de internação, mediana (mín. – 
máx.) 

3 (1 – 9) 5 (2 – 7) 0,643 

Presença de comorbidade ou doença 
crônica, n (%) 

   

Sim 42 (46,7) 21 (46,7) 
1,000 

Não 48 (53,3) 24 (53,3) 
Número de comorbidades por 
paciente, n (%) 

   

Sem comorbidades 49 (54,4) 24 (53,3) 
0,377 Uma comorbidade 27 (30,0) 10 (22,2) 

Duas ou mais comorbidades 14 (15,6) 11 (24,4) 
Carga viral (Ct), mediana (mín. – 
máx.) 

22 (13 – 35) 22 (15 – 26) 0,437 

Contagem de células e análises 
séricas, mediana (mín. – máx.) 

   

Plaquetas (x103/mm 3 ) 149 (66 – 232) 168 (29 – 287) 0,235 
Proteína C reativa(mg/dl) 6,0 (4,0 – 121,0) 4,0 (4,0 – 77,0) 0,438 
Interleucina-1 beta (IL-1β), pg/ml 0,7 (0,01 – 203,7) 0,7 (0,01 – 226,2) 0,947 
Interleucina-4 (IL-4), pg/ml 0,8 (0,03 – 109,0) 0,8 (0,05 – 3,7) 0,300 
Interleucina-6 (IL-6), pg/ml 2,4 (0,03 - 1148,6) 2,9 (0,2 – 911,1) 0,910 
Interleucina-10 (IL-10), pg/ml 2,6 (0,04 – 109,0) 3,2 (0,2 – 60,9) 0,508 
Interleucina-12 (IL-12(p70)), pg/ml 0,8 (0,03 – 109,0) 0,7 (0,09 – 10,4) 0,950 
Interferon-gama (IFN-γ), pg/ml 8,0 (0,07 – 109,0) 7,2 (0,4 – 64,9) 0,972 
Fator de necrose tumoral (TNF), pg/ml 15,9 (0,4 – 932,7) 9,9 (1,2 – 406,7) 0,678 
Triglicerídeos, (mg/dl) 100,0 (49,0 – 274,0) 163,5 (44,0 – 369,0) 0,060 
Colesterol total, (mg/dl) 162,0 (104,0 – 235,0) 176,0 (128,0 – 288,0) 0,029 
Colesterol HDL, (mg/dl) 42,0 (24,0 – 61,0) 46,5 (30,0 – 85,0) 0,102 
Colesterol LDL, (mg/dl) 92,0 (49,0 – 155,0) 104,5 (52,0 – 183,0) 0,123 
Vacinação contra COVID-19    
Sim 16.9% (15) 10.9% (5) 0.448 
Não  
 

83.1% (74) 89.1% (41)  

Dados apresentados como n (%) ou mediana (min-max) ou número de indivíduos (% total), IMC: Índice de 
massa corporal. Classificação do IMC @ baixo peso (IMC <18.5 kg/m2), eutrófico (IMC:18.5-24.9 kg/m2), 
sobrepeso (IMC: 25-29.9 kg/m2), obesidade (IMC: >30 kg/m2). Ct: cycle threshold na  RT-PCR. Interleucina 
(IL); IFN-γ: 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 frequências mínimas esperadas foram 
menores do que 5) para os resultados  apresentados em %(n). Valor P em negrito: significância estatística 
(p<0.05). ¥ Principais comorbidades em não portadores do alelo  4  e em portadores  do 4 respectivamente 
foram hipertensão (22.5% e 15,2%), doenças respiratórias (15.7% e 10.9%), diabetes (4.5% e 4.3%), e doenças 
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 não tinham certeza. Destes, 9 pacientes foram vacinados com AstraZeneca, 6 com CoronaVac (da Fiocruz, 
Brasil), 1 recebeu Pfizer e 4 não tinham certeza. 

 
Em seguida, foram analisadas as correlações entre as variáveis estudadas na amostra 

total. O genótipo Apo E não foi significativamente correlacionado com nenhuma das variáveis 

avaliadas. Os dias de doença, por sua vez, foram positivamente correlacionados com a idade, 

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

 

Tabela 9. Principais correlações entre APOE e Dias de doença com as características 
sociodemográficas, clínicas e laboratoriais no total de pacientes do estudo 
 

  Genótipo de Apo E  Dias de doença 

  coeficiente valor p coeficiente valor p 

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 

Índice de massa corporal 0,047 0,440 0,099 0,100 

Genótipo de Apo E  - - 0,043 0,591 

Dias de Doença -0,015 0,805 - - 

Número de comorbidades -0,015 0,802 0,178 0,003 

Proteína C reativa -0,029 0,844 0,082 0,569 

IL-1β -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-γ -0,010 0,898 0,266 0,001 

TNF 0,084 0,336 0,304 <0,0001 
Concentração de Interleucina (IL), IFN- γ (Interferon-gama). TNF: (Fator de necrose tumoral). PCR: Proteína C-
reativa. Correlação de Spearman. Valor de p em negrito: significância estatística (p<0,05). 

 

 

Quando os pacientes com COVID-19 foram analisados separadamente, a presença do 

alelo ε4 não foi correlacionada com nenhuma variável clínica (classificação da COVID-19, 

desfecho clínico, dias de doença, número de comorbidades, dias de hospitalização 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 gênero 

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

 

Tabela 10. Correlações entre características sociodemográficas, clínicas e laboratoriais 
de pacientes com COVID-19 
 

  Presença do alelo 4  
 

Gravidade da COVID-19  

  
Coeficiente de 

Correlação 
Valor P 

Coeficiente de 
Correlação 

Valor P 

Gênero 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 
Presença 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 Doença 0,045 0,608 0,502 <0,0001 
Número de 
comorbidades 

0,027 0,758 0,071 0,413 

PCR 0,117 0,444 0,449 0,002 
IL-1β 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-γ 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 0,412 
LDL- colesterol 0,214 0,124 -0,088 0,530 

 
IMC: Índice de Massa Corporal. IL-1 β : Interleucina-1 beta. 1. IL-4: Interleucina-4. IL-6: Interleucina-6. IL-10: Interleucina-
10. IL-12: Interleucina-12. IFN- γ: Interferon-gama. TNF: Fator de necrose tumoral. PCR: Proteína C-reativa. Correlação de 
Spearman. Valor de p em negrito: significância estatística (p<0,05). 

 

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

de COVID-19 não foram significativamente alteradas pela presença do alelo 4 (Tabela 11). 

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

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

IL-4 diminuem a chance (OR: 0,49) de estar no grupo mais grave. Na análise multivariada, 
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incluindo no modelo sexo, idade, IMC, número de comorbidades e nível de IL-4, a chance de 

homens com IMC mais alto desenvolverem doença moderada ou grave foi ainda mais 

significativa (OR: 5,53 e 1,17, respectivamente). Além disso, também foi descoberto que 

quanto maior o número de comorbidades, maior a chance de COVID-19 moderada/grave (OR: 

4,10). Mais uma vez, o nível de IL-4 foi o único fator de proteção que reduziu as chances de 

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

 

 

Tabela 11. Razões de chances de dados brutos e ajustados para gravidade clínica da 

COVID-19 aplicando regressão logística binomial. 

 

  Moderado / Grave Moderado / Grave 
 Leve Dados brutos Ajustado * 

 
(referência) 

OR (IC 95%) Valor P OR (IC 95%) Valor P 

Portador do Alelo 

ɛ4  

1 
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-1β 1 0,99 (0,97-1,00) 0,064   

IL-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- γ 1 0,99 (0,97-1,02) 0,698   

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

* Regressão logística binomial. Modelo ajustado :sexo, IMC, número de comorbidades e Il-4.OR odds ratio, IC: 
intervalo de confiança de 95%. IMC: Índice de Massa Corporal. IL-1 β : Interleucina-1 beta. IL-4: Interleucina-4. 
IL-6: Interleucina-6. IL-10: Interleucina-10. IL-12: Interleucina-12. IFN- γ : Interferon-gama. TNF : Fator de 
necrose tumoral. PCR: Proteína C-reativa . Valor de p em negrito: significância estatística (p<0,05). 
 
 

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

Microbiology  (Anexo 1).  
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6. DISCUSSÃO 

 
Este estudo investigou se a frequência de genótipos contendo o alelo 4 estava 

relacionada à maior gravidade de síndromes semelhantes à gripe e COVID-19. Foi também  

examinado se a presença do alelo 4 estava associada a uma resposta inflamatória aumentada 

em síndromes semelhantes à gripe e na COVID-19. Os resultados não mostraram nenhuma 

diferença na frequência do alelo ε4 na população total estudada assim como nos grupos de 

pacientes que testaram negativo (SG) ou positivo para COVID-19. A única exceção observada 

naqueles portadores do alelo 4 foi seu impacto nos níveis de colesterol, corroborando o que já 

havia sido mostrado em estudos prévios (6, 138, 139). 

Vários estudos abordaram a associação entre a presença do alelo 4 e a incidência ou, 

em menor proporção, na gravidade da COVID-19 (79, 90, 140). A incidência não foi avaliada 

no presente estudo, pois todos os indivíduos apresentaram sintomas semelhantes aos de 

COVID-19. Em vez disso, o estudo foi direcionado à gravidade da doença. No entanto, 

observamos que entre os indivíduos com sintomas gripais, a frequência do alelo 4 não foi 

diferente naqueles positivos ou negativos para COVID-19 pelo teste de RT-PCR. Além disso, 

a distribuição do genótipo de Apo E no presente estudo estava no equilíbrio de Hardy-

Weinberg, sugerindo uma distribuição semelhante à esperada. A frequência do alelo ε4 varia 

de acordo com a região do mundo, sendo mais frequente em africanos (30 a 40%) do que em 

europeus (7 a 20%) e asiáticos (5 a 15%) (12). Há pesquisas limitadas sobre genotipagem de 

Apo E no Brasil, com a maioria dos estudos focando na população idosa. No entanto, a 

prevalência do alelo 4 varia entre 9% e 32%, dependendo da região do país (13-15, 141). Essa 

distribuição também é comparável à população britânica incluída no biobanco do Reino Unido 

(142). Em relação à influência da Apo E na gravidade da COVID-19, uma meta-análise de Chen 

e colaboradores (140) concluiu que a Apo E4 estava ligada à gravidade da COVID-19 com base 

em 5 estudos publicados. Um foi realizado na população brasileira e compreendeu indivíduos 

com manifestações neurológicas de COVID-19 longa (143), o que difere um pouco da 

população do nosso estudo que não abordou casos de COVID-19 longa. Os resultados não 

mostraram diferenças significativas entre os grupos em relação aos genótipos ou alelos 

específicos. Kuo e colaboradores publicaram estudos sobre a associação entre as isoformas de 

Apo E e COVID-19 com base no registro do UK Biobank (UKB) (79, 81). O UKB é uma coorte 

comunitária com idade no momento do estudo de Kuo entre 48 e 86 anos. Naquela época, os 

testes laboratoriais de COVID-19 na Inglaterra eram restritos a pacientes hospitalizados com 
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sinais clínicos de infecção e, portanto, a positividade do teste era considerada um marcador de 

infecção grave por COVID-19. Eles encontraram um risco 2 vezes maior de COVID-19 grave 

para aqueles portadores do genótipo ε4/ε4 versus ε3/ε3 (8) e um aumento de 4 vezes na 

mortalidade após teste positivo para COVID-19 (9), independentemente de condições pré-

existentes, como demência, doença cardiovascular e diabetes tipo 2. No entanto, é importante 

observar que os resultados de Kuo e colegas são válidos apenas para o genótipo 4/4 e obtidos 

em uma população mais velha (média de 68 anos) do que no presente estudo (40,5 anos). 

Nenhuma associação de gravidade ou mortalidade de COVID-19 foi observada em portadores 

de 3/4 no estudo de Kuo. No presente estudo, apenas 10 indivíduos (3,5%), sendo apenas 3 

no grupo COVID-19 (2,2%), foram genotipados como 4/4, uma distribuição percentual 

semelhante ao UKB. No entanto, devido ao menor tamanho da amostra no presente estudo, não 

foi possível explorar adequadamente o efeito do 4 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 não há efeitos de dosagem 

genética e enfatizam que herdar duas cópias ε4 é necessário 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 estão de acordo com os de Kuo e colaboradores, 

apoiando a ideia de que o genótipo 3/4 não é um fator relevante para a gravidade da COVID-

19.  

Como a isoforma Apo E não estava relacionada à COVID-19 no presente estudo, outros 

possíveis fatores que influenciam a gravidade foram avaliados. Em relação a outros fatores de 

risco, foi observado que a duração da doença estava relacionada à idade, número de 

comorbidades e marcadores inflamatórios. A análise multivariável revelou que as chances de 

desenvolver formas mais graves de COVID-19 não estavam associadas à isoforma Apo E, mas 

aumentaram em indivíduos do sexo masculino mais velhos com IMC mais alto e maior número 

de comorbidades. Essa análise de regressão encontrou uma razão de chances OR = 5,56  

apontando que homens têm mais chances de desenvolver doença moderada ou grave. Essa 

descoberta está alinhada com estudos anteriores que destacam uma associação mais forte entre 

a gravidade da COVID-19 e a mortalidade em homens (145, 146), atribuída a um perfil mais 

pró-inflamatório no sexo masculino. No entanto, a intensidade dessa diferença varia de acordo 

com a idade (147). O gene  da ECA2, alvo para  o SARS-CoV-2, está localizado no cromossomo 

X, sugerindo que o sexo pode influenciar a suscetibilidade e a gravidade da doença (148). 

Variações na metilação do cromossomo X podem levar à inativação do gene ECA2, com 
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estudos indicando que o sexo pode afetar a metilação aberrante do promotor ECA2, 

potencialmente explicando por que os homens correm maior risco de COVID-19 (149). Os 

padrões de metilação também podem diferir entre cromossomos sexuais e cromossomos 

autossômicos à medida que os indivíduos envelhecem(150). Os idosos enfrentam maiores 

riscos de gravidade e morbidade da COVID-19, e os homens, independentemente da idade, têm 

maior risco de mortalidade (151). Historicamente, diferenças de sexo foram observadas em 

relação à gravidade para várias infecções por vírus (150), sugerindo potenciais fatores 

biológicos em jogo. Além disso, diferenças na resposta imunológica entre homens e mulheres 

podem contribuir para essas disparidades. Apoiando essa noção, um modelo murino de 

COVID-19 mostrou que os do sexo masculino eram mais suscetíveis à infecção pelo 

Coronavírus, exibindo maior carga viral e aumento das respostas inflamatórias pulmonares 

(152).  

Mais de 50% da população neste estudo estava com sobrepeso ou obesidade, e no grupo 

COVID-19 o IMC mais alto foi associado a maiores chances de resultados graves da doença. 

A obesidade contribui para manifestações mais graves da COVID-19, e além disso, maiores 

taxas de mortalidade são observadas em indivíduos com obesidade, particularmente aqueles em 

terapia intensiva (126) e pacientes jovens (128). Estudos anteriores que avaliaram a associação 

entre IMC e COVID-19 indicam que pacientes com IMC>40kg/m² apresentam maior 

morbidade (129-131), e aqueles com IMC>45kg/m² têm uma razão de chances de 4,18 para 

casos graves, mesmo após o ajuste para comorbidades(129). Esse risco aumentado está 

relacionado a fatores como fisiologia pulmonar restritiva, apneia do sono, diabetes e 

dislipidemia, juntamente com disfunção imunológica e inflamação aumentada(132). Além 

disso, o tecido adiposo excessivo tem alta expressão do receptor ECA 2, facilitando a entrada 

do SARS-CoV-2 e potencialmente servindo como um reservatório viral, o que pode prolongar a 

disseminação da infecção(133). 

 Comorbidades foram observadas em 45% da população total e 53% do grupo COVID-

19. O número de comorbidades aumentou as chances de COVID-19 moderada/grave (OR: 4,1). 

Este é um fator de risco bem conhecido observado em vários estudos anteriores (153-155). 

Como visto no presente estudo, hipertensão, doenças respiratórias, diabetes e doenças 

cardiovasculares são as comorbidades mais frequentemente associadas relacionadas à 

hospitalização e mortalidade (156).  

A análise de regressão multivariada também identificou a IL-4 como o único fator ligado 

à redução da chance de desenvolver manifestações mais graves da doença OR: 0,34. O papel 

preciso da IL-4 na progressão da COVID-19 permanece obscuro. Embora alguns estudos não 
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tenham encontrado uma correlação entre IL-4 e o curso desta doença (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 recuperação da infecção por COVID-19. A IL-4 pode 

estar envolvida na resolução da infecção por COVID-19, atuando no mecanismo de reparação 

induzido pela ativação de macrófagos M2 desencadeados pela resposta Th2 e linfócitos TCD4+. 

A IL-4 também pode influenciar a diferenciação de células T em respostas do tipo Th1 e Th2 ( 

estimulando Th2 e inibindo a Th1), modulando a proliferação e produção de citocinas em 

linfócitos CD8+, atuando no processo de resolução da COVID-19 (161). A IL-4 inibe a 

produção do interferon Th1 e Th-17, reduzindo a hiperinflamação na COVID-19 grave e 

ajudando no processo de resolução da doença. Os autores também encontraram uma diferença 

nos níveis de IL-4 relacionados à gravidade da COVID (53, 161) e duração ao longo de dez 

dias da doença (162).  

O resultado da análise de correlação confirmou que o aumento de citocinas inflamatórias 

(IL-1β, IL-6, IL-12, IFN-γ) e a citocina anti-inflamatória IL-10 estão associadas a um risco 

maior de doença mais grave no presente estudo. Citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, 

IFN-γ e TNF são secretadas principalmente por células Th1, macrófagos ativados e células 

dendríticas, desempenhando papéis na ativação de células imunes. Células T reguladoras 

(Tregs), células Th2, macrófagos ativados e monócitos são as principais fontes de citocinas 

anti-inflamatórias como IL-4 e IL-10 examinadas neste estudo. Outros estudos encontraram a 

associação entre IFN-γ (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 é um mediador 

inflamatório com natureza pleiotrópica, altamente produzido durante o estágio inicial da 

inflamação e ativa múltiplos reagentes inflamatórios de fases agudas. Em pacientes com 

COVID-19, a IL-6 é produzida em resposta a antígenos de vários tipos de células imunes, e 

uma série de estudos clínicos mostraram  que o nível sérico de IL-6 circulante foi 

significativamente mais alto entre os pacientes com COVID-19 do estágio grave ao crítico(165-

167). A IL-10 exerce efeitos anti-inflamatórios que controlam respostas imunes graves do 

hospedeiro em relação aos antígenos, reduzindo múltiplas funções de células T e células NK. 

No entanto, a desregulação na concentração de IL-10 pode influenciar a resposta imune e a 

gravidade de pacientes infectados por SARS-CoV-2(168). Níveis aumentados de IL-10 estão 

associados a aumento de expressão  de marcadores de exaustão de células T, como o  PD-1 e 

Tim-3, em pacientes com COVID-19  podendo desencadear consequentemente uma capacidade 

prejudicada de eliminar infecções virais, especialmente em indivíduos gravemente 

afetados(169). Vários estudos mostraram evidências de que tanto a IL-6 quanto a IL-10 estão 
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positivamente relacionadas à gravidade e mortalidade da COVID-19(168, 170, 171). Uma 

metanálise encontrou associação 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 Il-10 pode provocar a 

linfopenia encontrada em casos graves de COVID-19 devido a sua efeitos inibitórios(172). 

Sabe-se ainda que a resposta tardia do interferon tipo I (IFN) em infecções por SARSCoV-2 foi 

associada a formas graves da doença (65, 173), resultando em rápida multiplicação do vírus e 

hiperinflamação com ativação de neutrófilos, monócitos,  macrófagos, células dendríticas e 

“natural killers” nos pulmões que podem então desencadear a tempestade de citocinas. A 

linfocitopenia e a tempestade de citocinas pró-inflamatórias podem ser consideradas os 

contribuintes mais críticos para os resultados clínicos adversos em pacientes com COVID-19 

(170).  A Il-12 também pode exercer um papel pro-inflamatório na COVID-19. Produzida  por 

células apresentadoras de antígenos (como células dendríticas e macrófagos), ela estimula a 

produção de IFN-γ por células NK e linfócitos Th1, promove a diferenciação de células T 

virgens em células T do tipo Th1 e contribui para a ativação de células T citotóxicas (CD8+) e 

NK, reforçando a imunidade antiviral(174). No contexto da COVID-19 grave, especialmente 

nos pacientes que desenvolvem a tempestade de citocinas, pode haver produção excessiva ou 

desregulada de várias citocinas, incluindo a IL-12, IL-6, TNF-α, e IL-1β. Estudos 

demonstraram níveis elevados de IL-12 em pacientes com COVID-19 grave contribuindo para 

o circuito de amplificação inflamatória(170, 175). Apesar disso, no presente estudo, nas análises 

univariada e multivariada a IL-4 foi a única citocina associada a menores chances de 

desenvolver COVID-19 grave. É importante ressaltar  que as citocinas apresentam uma grande 

variabilidade interindividual e suas funções e liberação dependem de múltiplos sinais, 

diferentes alvos celulares, fatores fisiológicos e de estilo de vida. Assim, é particularmente 

desafiador avaliar a capacidade diagnóstica das citocinas devido à dificuldade de estabelecer 

níveis de corte de citocinas (176).   

Uma correlação fraca, mas significativa, foi observada entre a gravidade da COVID-19 

e a idade. Além da prevalência de comorbidades como diabetes, hipertensão e doenças 

cardiovasculares e renais em idosos, o declínio na depuração de partículas inaladas das 

pequenas vias aéreas com a idade (177) pode contribuir para a maior prevalência de doenças 

respiratórias em idosos. A função ciliar alterada pode dificultar a remoção eficaz do SARS-CoV-

2 (178). Além disso, o tamanho das vias aéreas superiores diminui com a idade. Essa mudança 

é mais pronunciada em homens e indivíduos com obesidade (179), e o aumento do volume da 

cavidade nasal bem como a diminuição da resistência nasal em adultos mais velhos (180)podem 

explicar a maior prevalência de COVID-19 nessa população. A COVID-19 também interrompe 
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e resregula o sistema renina-angiotensina-aldosterona ao ligar sua proteína spike ao receptor 

ECA2, prejudicando sua função original de produção da angiotensina 1-7 com efeitos 

antinflamatórios e vasodilatarores, em contraregulação da angiotensina II que tem , portanto 

seus efeitos exacerbados como inflamação, trombose e vasoconstrição, mecanismos que levam 

a um quadro clínico mais grave na COVID-19. Níveis mais baixos de ECA2 em pacientes 

idosos estão associados a gravidade da COVID-19 (181) pois com menos ECA2 disponível, e 

ainda ocupada pelo vírus, ocorre a hiperinflamação provocada pelos efeitos exacerbados da 

angiotensina II.  Consequentemente, pacientes idosos frequentemente apresentam sintomas 

mais agressivos de COVID-19 e correm maior risco de desenvolver síndrome do desconforto 

respiratório agudo (SDRA) (182, 183). Do ponto de vista imunológico há uma tendência a 

redução  e disfunção  dos linfócitos T reguladores com o envelhecimento(184) e essa alteração 

também pode ser encontrada nos índivíduos portadores de obesidade(185). Estudos apontam 

que os pacientes idosos com COVID-19 grave tem mais disfunção de linfocitos(186). E isso 

poderia explicar a correlação da idade avançada com a gravidade da doença.  

 

7. CONCLUSÃO  

Nossos achados indicam que o alelo ε4 não afeta as características clínicas das 

síndromes semelhantes à gripe e não é crucial na progressão clínica da COVID-19.  Analisando 

outros fatores envolvidos especificamente na gravidade da COVID-19, descobrimos que o 

índice de massa corporal, o sexo masculino e o número 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 único fator que reduziu as chances das formas mais graves.  Os 

principais achados foram ilustrados na figura 6. 
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Figura 6. Principais conclusões do estudo 

 

 

8. LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS  

Este estudo tem algumas limitações: não exploramos variantes do SARS-CoV-2 e a 

possível influência dos alelos Apo E em cada uma delas. Além disso,  os indivíduos no grupo 

de síndromes semelhante à gripe não foram submetidos a nenhum teste para avaliar sua 

etiologia. Ademais, o pequeno número de indivíduos 4 impediu quaisquer conclusões sobre 

a gravidade da COVID-19 ou outras síndromes semelhantes à gripe para indivíduos 

homozigotos ε4. É importante ressaltar que este estudo não incluiu um acompanhamento mais 

longo de pacientes para avaliar a COVID longo (envolvendo várias complicações neurológicas 

que o alelo poderia influenciar). Também é sabido que há muitos outros polimorfismos 

associados à COVID-19 (187-189) e síndromes gripais(190) que não foram explorados no 

presente estudo. Há também a possibilidade de agrupamento de genes e pleiotropias de Apo E4 

que podem mediar múltiplas morbidades que podem influenciar sintomas de síndromes gripais 

(4). Portanto, estudos futuros são necessários para determinar se esses aspectos genéticos 

podem interferir no perfil de alelos de Apo E e aumentar a gravidade da COVID-19. Apesar 

das limitações, este estudo é inovador ao considerar a inclusão de síndromes semelhantes à 

gripe no contexto de nossa análise. Geralmente, os estudos de influência da Apo E focam na 

COVID-19 ou outras síndromes gripais, comparando-as com a população total não afetada ou 
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restringindo o estudo a apenas um vírus. Além disso, a maioria dos estudos publicados foi 

retrospectiva, enquanto este é um estudo prospectivo que acompanhou os pacientes durante o 

curso da infecção e no pico da pandemia de COVID-19. Há dados limitados não apenas sobre 

a isoforma Apo E, mas também sobre outros fatores que influenciam a COVID-19 e citocinas 

inflamatórias durante a pandemia no Brasil, apesar de sua importância e gravidade 

significativas neste país, 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 populações brasileiras. 
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