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RESUMO 

Mesmo diante dos programas de vacinação e do declínio significativo dos casos graves da 

doença, a COVID-19 nos desafia em diferentes aspectos. A infecção pelo SARS-CoV-2 

apresenta quadros de gravidade diversos o que sugere a influência de fatores genéticos no 

desfecho clínico desses pacientes. Nos casos de COVID-19 grave, diferentes estudos 

descreveram a presença de marcadores da coagulação elevados, aumento da ativação e 

agregação plaquetária e um risco significativo de complicações trombóticas. E, diante da 

participação dessas células em diversas infecções virais e da sua atuação negativa quando 

associada a uma resposta pró-trombótica, compreender o papel mecanicista do SARS-CoV-2 

com as plaquetas mostra-se um caminho promissor. A expressão do Fator de Ativação de 

Plaquetas (PAF) e do Fator Plaquetário 4 (PF-4) em diferentes infecções virais, como na 

dengue, foram associadas ao aparecimento de sintomas mais graves da doença e uma maior 

replicação do vírus. Nesse contexto, este estudo teve por objetivo avaliar o perfil de expressão 

dos genes PTAFR e PF-4 em pacientes hospitalizados e demonstrar sua correlação com a forma 

grave da COVID-19. Para isto, caracterizamos o perfil de expressão de PTAFR e PF-4 através 

da técnica PCR em tempo real de 93 pacientes com COVID-19 em atenção hospitalar, no qual, 

demonstramos uma hiperexpressão desses genes quando comparada a indivíduos saudáveis 

(p<0,05). No entanto, não houve associação significativa entre as suas expressões e os 

parâmetros clínico-epidemiológicos abordados (p>0,05). Ainda, para a análise comparativa, 

estratificamos os pacientes de acordo com tipo de internação, desfecho clínico e gênero, em 

relação, a idade e os exames laboratoriais, onde a correlação da idade ao desfecho e gênero 

(p<0,05), contagem de leucócitos (p<0,001) e de plaquetas (p<0,0001) e International 

Normalized Ratio (INR) (p<0,05) ao desfecho clínico, e entre os valores de PCR (p<0,05) e D-

dímero (DDM) (p<0,05) ao tipo de internação, foram apontados como possíveis marcadores de 

prognóstico clínico e de monitoramento da doença. No entanto, não houveram correlações 

significativas entre: idade, leucometria e INR ao tipo de internação; entre os níveis de PCR e 

DDM ao desfecho; e contagem de leucócitos e de plaquetas, PCR, INR e DDM ao gênero 

(p>0,05). Dessa forma, nossos resultados sustentam a hipótese que as expressões aumentadas 

de PTAFR e PF-4 estão associadas a um contexto clínico mais graves da doença, com 

necessidade de atenção hospitalar e podem ser importantes preditores de risco da COVID-19 

grave.  

Palavras-chaves: COVID-19. Plaquetas. PAF. PF-4. Biomarcadores. 



 

 

 

ABSTRACT 

Even in the face of vaccination programs and the significant decline in serious cases of the 

disease, COVID-19 challenges us in different aspects. SARS-CoV-2 infection presents 

different severity levels, which suggests the influence of genetic factors on the clinical outcome 

of these patients. In cases of severe COVID-19, different studies have described the presence 

of elevated coagulation markers, increased platelet activation and aggregation, and a significant 

risk of thrombotic complications. And, given the participation of these cells in several viral 

infections and their negative action when associated with a pro-thrombotic response, 

understanding the mechanistic role of SARS-CoV-2 with platelets appears to be a promising 

path. The expression of Platelet Activating Factor (PAF) and Platelet Factor 4 (PF-4) in 

different viral infections, such as dengue, were associated with the appearance of more severe 

symptoms of the disease and greater replication of the virus. In this context, this study aimed 

to evaluate the expression profile of the PTAFR and PF-4 genes in hospitalized patients and 

demonstrate their correlation with the severe form of COVID-19. To this end, we characterized 

the expression profile of PTAFR and PF-4 using the real-time PCR technique of 93 patients 

with COVID-19 in hospital care, in which we demonstrated a hyperexpression of these genes 

when compared to healthy individuals (p<0,05). However, there was no significant association 

between their expressions and the clinical-epidemiological parameters addressed (p>0,05). 

Furthermore, for comparative analysis, we stratified patients according to type of 

hospitalization, clinical outcome and gender, in relation to age and laboratory tests, where the 

correlation between age and outcome and gender (p<0,05), count of leukocytes (p<0,001) and 

platelets (p<0,0001) and International Normalized Ratio (INR) (p<0,05) to clinical outcome, 

and between CRP values (p<0,05) and D -dimer (DDM) (p<0,05) to the type of hospitalization, 

were identified as possible markers of clinical prognosis and monitoring of the disease. 

However, there were no significant correlations between: age, leukometry and INR and type of 

hospitalization; between CRP and DDM levels at outcome; and leukocyte and platelet counts, 

CRP, INR and MDD according to gender (p>0.05). Therefore, our results support the 

hypothesis that increased expressions of PTAFR and PF-4 are associated with a more severe 

clinical context of the disease, requiring hospital care and may be important predictors of the 

risk of severe COVID-19. 

Keywords: COVID-19. Platelets. PAF. PF-4. Biomarkers.   
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1 ASPECTOS GERAIS DO SARS-CoV-2  

A COVID-19 (doença pelo Coronavírus - 2019), relatada pela primeira vez na 

China, é causada pela infecção do Coronavírus 2 da Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SARS-CoV-2). Um vírus de RNA fita simples de sentido positivo, envelopado e pertencente 

à família Coronaviridae, que têm em comum a presença de quatro proteínas estruturais – 

proteína Spike (S), proteína de envelope (E), proteína de membrana (M) e proteína de 

nucleocapsídeo (N) – que estão intimamente relacionadas com a virulência desse coronavírus e 

são encarregadas pela manutenção e replicação viral (FIGURA 1) (GU et al., 2020; KANG et 

al., 2020; MANNE et al., 2020).  

A proteína S possui função vital para a infecção e patogênese da COVID-19, além 

de ser a glicoproteína determinante da fusão do vírus nas células. Essa proteína ainda é 

subdividida, onde o ectodomínio é dividido em subunidades, a S1, que auxilia na ligação ao 

receptor ACE-2 na superfície da célula do hospedeiro, e a segunda, S2, que é responsável pela 

fusão de membrana (FIGURA 1) (CHILAMAKURI; AGARWAL, 2021; DHAMA et al., 2020; 

MACHHI et al., 2020). 

Figura 1 – Estrutura e organização genômica do SARS-CoV-2 

 

Fonte: Adaptado de Pizzato et al. (2022).  
Legenda: a) Representação esquemática da estrutura do vírus SARS-CoV-2 e as posições das glicoproteínas Spike, 
envelope, membrana, nucleocapsídeo e genoma viral. b) Representação esquemática ampliada mostrando as 
subunidades S1 e S2 da glicoproteína de pico do SARS-CoV-2. Criado com BioRender.com.  
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O SARS-CoV-2 ficou conhecido por sua mutagênese e alta patogenicidade devido 

à rápida disseminação de pessoa para pessoa (ZAID et al., 2020). Por intermédio da protease 

transmembrana serina 2 (TMPRSS2), uma serina protease que atua na clivagem proteolítica e 

na ativação da proteína Spike, o SARS-CoV-2 ligam-se a enzima conversora de angiotensina 

2 (ACE-2) a fim de contribuir com a fusão do vírus a membrana celular do hospedeiro e em 

seguida, a entrada do genoma viral na célula (DHAMA et al., 2020; MACHHI et al., 2020; 

ZHANG et al., 2020a). 

Ainda que a infecção por esse vírus apresente tropismo pelas células do endotélio 

respiratório, estudos apontam casos de pacientes que desenvolveram quadros intensos de 

trombose, incluindo infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral isquêmico (CONNORS; 

LEVY, 2020; MANNE et al., 2020). Apesar de serem consideradas as principais células 

efetoras da hemostasia e desempenharem um papel importante na formação de trombos, as 

plaquetas também são responsáveis por mediar respostas inflamatórias e imunológicas 

(MIDDLETON; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2016; KOUPENOVA et al., 2018).  

Uma vez que a ativação plaquetária ocorre mediante a eventos inflamatórios ou 

infecciosos, comumente estes vêm associados a uma resposta pró-trombótica e, 

consequentemente, a uma hiperatividade plaquetária, como é observado em diversas infecções 

virais, incluindo o vírus da imunodeficiência humana (HIV), vírus da hepatite C (HCV), vírus 

ebola, vírus da influenza, vírus da dengue e entre outros. Semelhante ao processo de 

trombocitopatia, coagulopatia e inflamação observados em pacientes infectados pelo SARS-

CoV-2, levando a um aumento significativo de eventos trombóticos e embólicos (GU et al., 

2020; KOUPENOVA et al., 2019; MANNE et al., 2020; ZHANG et al., 2020a). 

Desse modo, uma compreensão sistemática dos efeitos trombóticos do SARS-CoV-

2 é necessária para o redirecionamento e o desenvolvimento de estratégias terapêuticas capazes 

de minimizar os danos associados a doença (BARRETT et al., 2021).   

 

1.1 Fisiopatologia e Patogênese do SARS-CoV-2 

A infecção pelo SARS-CoV-2 se inicia quando a proteína de pico viral se liga a seu 

receptor na membrana da célula hospedeira, sendo o ACE-2 considerado o principal receptor 

responsável pela entrada do vírus na célula. Além de que a alta expressão de ACE-2 na mucosa 
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nasal e oral viabiliza a entrada deste por inalação. Após sua ligação a ACE-2, a protease 

TMPRSS2 cliva e ativa a proteína de pico para favorecer a fusão do envelope viral com a 

membrana celular (HOFFMANN et al., 2020; SUNGNAK et al., 2020; XU et al., 2020; 

ZUMLA et al., 2016). 

Dependendo da disponibilidade de proteases na superfície da célula hospedeira, a 

proteína Spike possibilita a entrada do vírus por endocitose ou via fusão direta do envelope viral 

com a membrana celular. Dentro dos alvéolos, devido à expressão considerável de ACE-2 e 

TMPRSS2, as células epiteliais que revestem as vias aéreas inferiores são o alvo principal. Daí 

em diante as proteínas estruturais se movem ao logo da via secretora para o complexo de Golgi, 

onde será realizada a montagem da progênie viral e então, a sua liberação da célula hospedeira 

por exocitose (DHAMA et al., 2020; ZUMLA et al., 2016) (FIGURA 2).  

 

Fonte: Adaptado de Hartenian et al. (2020). 
Legenda: A proteína S do SARS-CoV-2 liga-se a ACE-2 e cliva as subunidades S1/S2 através da TMPRSS2, 
viabilizando a entrada do vírus nas células do hospedeiro e a consequente tradução do genoma viral. No complexo 
de Golgi ocorre a transcrição e a replicação, onde o RNA subgênomico é traduzido em proteínas estruturais e 
acessórias que são inseridas ao RNA genômico no nucleocapsídeo. Então, o vírion é formando e liberado por 
exocitose. ACE-2, Enzima Conversora de Angiotensina 2; TMPRSS2, Protease Transmembrana Serina 2; nsps, 
Proteínas Não-estruturais. Criado com BioRender.com. 

Figura 2 – Representação esquemática do mecanismo de entrada e do ciclo de replicação do 
SARS-CoV-2 
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À medida que as células epiteliais são infectadas, o vírus induz a apoptose como 

parte do ciclo de replicação, estando relacionado ao vazamento vascular que dá início a infecção 

local e ao recrutamento de células imunes na tentativa de conter a infecção. Neste contexto, o 

aumento de citocinas nos pulmões, podem agravar essa resposta inflamatória e levar ao 

surgimento da pneumonia (CAO, 2020; YUFANG et al., 2020).  

Mesmo que, grande parte dos pacientes apresentem sintomas leves e bom 

prognóstico, uma fração desses indivíduos, principalmente idosos e/ou aqueles com doenças 

crônicas, podem evoluir para Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA) e até o 

óbito. Desse modo, a identificação de marcadores que monitorem a progressão da doença e 

auxiliem no tratamento precoce é fundamental para a otimização da conduta médica e para 

melhor assistência desses pacientes (HENRY et al., 2020; LI; DE CLERCQ, 2020; ZENG et 

al., 2020).  

Além disso, estudos clínicos observaram que pacientes críticos com a doença, 

apresentam parâmetros plaquetários anormais, como contagem de plaquetas diminuída, bem 

como alterações no perfil de coagulação, incluindo diminuição do tempo de atividade da 

protrombina (TAP), razão normalizada internacional (INR), tempo de tromboplastina parcial 

ativado (TTPA), D-dímero (DDM) e fibrinogênio aumentados, quando comparado a indivíduos 

saudáveis (BAO et al., 2020; GOSHUA et al., 2020; SAFIABADI TALI et al., 2021; ZHANG 

et al., 2020b). 

E, apesar que a sua fisiopatologia não tenha sido completamente explicada, uma 

resposta imune-inflamatória ininterrupto e desproporcional é observada, principalmente, por 

parte de proteínas sinalizadoras derivadas de plaquetas (por exemplo, citocinas e quimiocinas) 

que mediam e regulam a resposta imune (DARIF et al., 2021).  

 

1.2 Hipercoagulação Plaquetária, Imunotrombose e a COVID-19  

As plaquetas são pequenos fragmentos celulares derivados dos megacariócitos, que 

além de atuarem no estabelecimento da hemostasia, desempenham importantes funções na 

resposta imune. Quando ativadas, as plaquetas liberam substâncias responsáveis pelo 

recrutamento de células de defesa para o local da lesão/inflamação e promovem a sua adesão 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=90fc4f995d160a135956b9838615501761bd79f590d57beff566ef5a0153e975JmltdHM9MTY1MzkyMDE0NyZpZ3VpZD1kOWZjYTFjMy01MDAxLTRkMjgtYTI1OS03Y2IzZmQ3MjZhZTMmaW5zaWQ9NTE4NA&ptn=3&fclid=001a4162-e023-11ec-a769-4850157204af&u=a1aHR0cHM6Ly8zYWxiZS5jb20uYnIvYS1zaW5kcm9tZS1kby1kZXNjb25mb3J0by1yZXNwaXJhdG9yaW8tYWd1ZG8tc2RyYS1jYXVzYXMtZS10cmF0YW1lbnRvLw&ntb=1
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aos trombos plaquetários, modulando assim a resposta funcional dos leucócitos (LIPPI; 

PLEBANI; HENRY, 2020; MCFADYEN; STEVENS; PETER, 2020; RIBES et al., 2020).  

Comumente, a ativação plaquetária ocorre em resposta a doenças inflamatórias e/ou 

infecciosas. A infecção estimula uma resposta inflamatória sistêmica, na qual a ativação dos 

sistemas de defesa do hospedeiro resulta na ativação de vias da coagulação, levando a formação 

de trombina como componente de comunicação entre a imunidade humoral e celular, 

denominado imunotrombose. Durante esse processo, uma espécie de barreira física é formada 

pelas plaquetas e pelas células imunes com o objetivo de impedir a disseminação do patógeno 

(DELABRANCHE; HELMS; MEZIANI, 2017; MANNE et al., 2020; THACHIL, 2020; XU; 

ZHOU; XU, 2020). 

Embora seja considerada uma forma eficaz de auxiliar na proteção do organismo, 

suas contribuições críticas para a trombose já são conhecidas. No decorrer de diversas infecções 

– virais ou bacterianas – as plaquetas ativadas aderem ao subendotélio e a sua hiperatividade 

resulta na formação de trombos, levando à isquemia arterial e até a embolias pulmonares 

(THACHIL, 2020; XU; ZHOU; XU, 2020; KOUPENOVA et al., 2018; MANNE et al., 2020).  

Na COVID-19, evidências mostraram que o vírus pode interagir diretamente com 

as plaquetas e modular suas funções trombóticas e inflamatórias. Um estudo realizado por 

Zhang et al. (2020b), descreveu que as plaquetas de pacientes com a doença são hiperativas e 

que o vírus se liga diretamente ao receptor ACE-2 das plaquetas por meio da proteína Spike, 

aumentando a sua ativação in vitro (MANNE et al., 2020; MCFADYEN; STEVENS; PETER, 

2020). 

Quando em contato com o sistema respiratório, o vírus desencadeia um processo 

inflamatório através da liberação de diversas citocinas responsáveis pelo recrutamento de 

células de defesa, levando a produção de mais citocinas e estabelecendo o ciclo de inflamação 

do epitélio pulmonar e de eventos pró-coagulantes, como representado na Figura 3 

(CONNORS; LEVY, 2020; TUFAN; GÜLER; MATUCCI-CERINIC, 2020). Nesse aspecto, a 

liberação de polifosfatos pelo microrganismo atuam na ativação das plaquetas e do fator XII da 

coagulação (FXII), enquanto, o sistema complemento e a NETose levam a formação de 

trombina. No qual, a associação da desordem da resposta imune e os eventos pró-coagulantes 

desencadeiam a formação de trombos, deslocando essa ação para uma tromboinflamação. À 

medida que, os danos nos vasos sanguíneos possibilitam a passagem de fluídos para a cavidade 
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pulmonar, levando a insuficiência respiratória (FIGURA 3) (CONNORS; LEVY, 2020; 

TUFAN; GÜLER; MATUCCI-CERINIC, 2020).  

Figura 3 – Representação esquemática do mecanismo de tromboinflamação desencadeada pelo 
SARS-CoV-2 

A NETose é um tipo de morte celular programa causada principalmente pelos 

neutrófilos e está associada a formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) 

durante o processo (ZHANG et al., 2023). A liberação de quimiocinas é conhecida por 

aumentar o recrutamento de leucócitos para o local da lesão, provendo a NETose, que estimula 

a formação de trombina pelo FXII e auxilia na indução do estado trombótico observado nesses 

pacientes. Ademais, um estudo de autópsia em pacientes com a doença, demonstrou um 

aumento do Fator Plaquetário 4 (PF-4) liberado pelas plaquetas, que se correlacionam com o 

Fonte: Adaptado de Dhama et al. (2020). 
Legenda: Quando o vírus é identificado pelas células imunes, ocorre a produção de citocinas inflamatórias que 
atraem células de defesa na tentativa de conter o vírus. Na presença de uma resposta imune desregulada e da 
produção exacerbada dessas citocinas é estabelecido o ciclo de inflamação. Resultando no acúmulo de fluídos nos 
bronquíolos e na vasoconstrição via ativação plaquetária, diminuindo a capacidade de troca de oxigênio. Criado 
com BioRender.com. 
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aumento da NETose e da formação de microtrombos (MIDDLETON et al., 2020; PERDOMO 

et al., 2019; ZUO et al., 2020). 

Durante a infecção, a tempestade de citocinas, muitas dessas de origem plaquetária, 

tem sido sugerida como uma das causas principais do dano pulmonar que ocorre nesses 

pacientes. A fase inicial da SDRA é constituída pela inflamação local, acúmulo de células 

inflamatórias, entre elas, leucócitos e plaquetas, ativação desordenada da coagulação e 

alterações na permeabilidade endotelial. Nesse contexto, a ativação do complemento pode 

induzir a ativação e a agregação plaquetária, levando a promoção da trombose (JOSE; 

MANUEL, 2020; WASHINGTON; ESPONDA; GIBSON, 2020).  

Desse modo, as células endoteliais em conjuntos com as plaquetas, leucócitos e a 

cascatas de coagulação atuam negativamente na reação tromboinflamatória, levando a eventos 

tromboembólicos em pacientes com COVID-19 grave (JACKSON; DARBOUSSET; 

SCHOENWAELDER, 2019; RIBES et al., 2020). 

 

1.3 Infecções Virais, incluindo o SARS-CoV-2 e a sua interação com as Plaquetas  

As plaquetas são amplamente conhecidas por suas contribuições para a trombose, 

a hemostasia e por possuírem uma ampla expressão de receptores imunes e de adesão, como 

receptores de quimiocinas (CXC/CCL). No entanto, sua interação e favorecimento às infecções 

virais vêm despertando um crescente interesse entre pesquisadores (ASSINGER et al., 2014; 

GUO et al., 2017; KOUPENOVA et al., 2018; SIMON et al., 2015).  

O citoplasma das plaquetas contém três tipos de grânulos: α, densos ou δ e 

lisossomas. Os grânulos α são formados por fator de Von Willebrand (VWF), fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), trombina, fator plaquetário 4 (PF-4), fator de 

ativação de plaquetas (PAF) e moléculas de adesão celular, além de quimiocinas e citocinas, 

que quando liberadas em maior quantidade modulam a função celular, promovendo a ativação, 

agregação e secreção plaquetária. Esses fatores produzidos pelas plaquetas também participam 

do recrutamento de neutrófilos, linfócitos, macrófagos e outras células inflamatórias, levando 

o organismo ao estado hiperinflamatório (BLAIR; FLAUMENHAFT, 2009; MORRELL et al., 

2014; KOUPENOVA et al., 2018; WANG et al., 2018).  
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O envolvimento dessas células nas defesas virais ocorre por meio de sua atividade 

direta, através da liberação de receptores específicos, fagocitose viral ou pela formação de 

complexos vírus-plaquetas, levando à trombocitopenia. Já pela via indireta, o vírus é 

neutralizado por intermédio da formação de agregados com os leucócitos, apoptose plaquetária 

e/ou ativação do endotélio vascular (MAOUIA et al., 2020).  

As plaquetas desempenham um importante papel na defesa imune do hospedeiro 

contra os vírus, elas englobam as partículas virais e assim reduzem a viremia. Entretanto, elas 

também podem contribuir com o aumento da inflamação e lesão tecidual nessas infecções, 

como na influenza, imunodeficiência humana, hepatite B e C, ebola, dengue, sarampo, varíola, 

HSV-1 (herpes vírus simples A), coxsackievirus B, adenovírus e citomegalovírus, atuando na 

internalização dos vírions, na ativação plaquetária e contribuindo com o transporte dessas 

partículas (ANTONIAK; MACKMAN, 2021; LI; LI; NI, 2020; KOUPENOVA et al., 2020; 

PAGE; PRETORIUS, 2020; YEAMAN, 2019). 

Ademais, a interação das plaquetas na patogênese da COVID-19 vem sendo 

discutida. Um estudo de Barrett et al. (2021), identificou em pacientes falecidos com a doença, 

a presença de partículas virais nos pulmões e em megacariócitos morfologicamente ativos na 

produção de plaquetas na medula óssea. As mesmas partículas foram ainda observadas em 

plaquetas circulantes, sugerindo assim, que o SARS-CoV-2 é transferido dos megacariócitos 

para as plaquetas ou fagocitados por estas quando circulantes (ASSINGER et al., 2014; GUO 

et al., 2017; KOUPENOVA et al., 2018; SIMON et al., 2015; ZAID et al., 2020; ZHANG et 

al., 2020b).   

Outros dois estudos descreveram a ativação plaquetária em pacientes com COVID-

19 grave, demonstrando níveis aumentados de agregados de plaquetas e células imunes 

(HOTTZ et al., 2020; MANNE et al., 2020). Além disso, um deles mostrou que as plaquetas 

desses pacientes continham RNA viral, sugerindo que essas células podem absorver o mRNA 

do SARS-CoV-2, como também, apresentar modificações na expressão de genes plaquetários, 

semelhantes as observadas em pacientes infectados pelo vírus H1N1 (MANNE et al., 2020).   

Nesse contexto, compreender o papel mecanicista do SARS-CoV-2 com as 

plaquetas e o seu desenvolver da cascata de eventos pró-coagulatórios, pode ser uma ferramenta 

primordial para a triagem diagnóstica precoce de complicações trombóticas no tratamento e no 

prognóstico da doença (BARRETT et al., 2021; KOUPENOVA et al., 2019).  
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1.3.1 Atuação dos Marcadores Plaquetários PAF e PF-4 nas Infecções    

A infecção pelo SARS-CoV-2 apresenta quadros de gravidade diversos, o que 

sugere a influência de variações genéticas individuais em sua fisiologia. Diferentes estudos 

descreveram a presença de marcadores de coagulação elevados e tromboembolismo pulmonar 

em casos graves da doença, além de acentuada ativação e agregação plaquetária. Bem como, 

observações clínicas também apresentaram altas concentrações de citocinas inflamatórias no 

plasma de pacientes críticos (ACKERMANN et al., 2020; BÖSMÜLLER et al., 2020; 

BOWLES et al., 2020; HUANG et al., 2020; RANUCCI et al., 2020; SALAMANNA et al., 

2020; ZHANG et al., 2020b).  

Nesse sentido, o Fator de Ativação de Plaquetas (PAF), descrito pela primeira vez 

em 1972, vem demonstrando desempenhar um papel central em vários processos fisiológicos, 

incluindo a apoptose, reprodução e angiogênese, atuando também como mediador pró-

inflamatório em diversas doenças crônicas – câncer, doenças renais, doenças cardiovasculares, 

asma, alergias –  e nas infecções (BENVENISTE; HENSON; COCHRANE, 1972; DA SILVA-

JR et al., 2017; LORDAN et al., 2019; PALUR RAMAKRISHNAN et al., 2017; TSOUPRAS; 

LORDAN; ZABETAKIS, 2018; YOST; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2010).  

Fisiologicamente, PAF é expresso na superfície das células de defesa, endoteliais e 

nas plaquetas, atuando como agonista dos receptores do fator de ativação plaquetária, sendo 

considerado um importante mediador da inflamação em resposta a infecções virais e 

bacterianas. Embora PAF promova uma resposta inflamatória natural, seu efeito pode se tornar 

patogênico na presença de uma atividade excessiva ou desregulada, resultantes de alterações 

nos seus ciclos de síntese e terminação, decorrentes de variações genéticas ou doenças (KLEIN; 

DAO; KHAN, 2021; PRESCOTT et al., 2000; ZIMMERMAN et al., 2002). 

O PAF e seu receptor (PTAFR) são conhecidos por estarem envolvidos não só na 

entrada de bactérias nas células, mas também de vírus. No qual, foi demonstrado a participação 

de PAF na entrada dos vírus H1N1 (Influenza A subtipo H1N1) e H3N2 (Influenza A subtipo 

H3N2), como também do HIV, onde a terapia antirretroviral com efeitos anti-PAF pode atenuar 

o metabolismo de PAF no sangue desses pacientes. Além disso, os antagonistas de PTAFR 

foram descritos por seu potencial protetor contra as manifestações neurológicas associadas ao 

HIV-1 (DEMOPOULOS; ANTONOPOULOU; THEOHARIDES, 2020; DEMOPOULOS, 

2020; EGGERT et al., 2009; GARCIA et al., 2010; TSOUPRAS et al., 2008).  
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Ademais, a expressão de PAF também foi associada as infecções causadas pelo 

vírus da dengue e pelo vírus sincicial respiratório. Sendo evidenciado que o bloqueio das vias 

do PTAFR com um antagonista, preveniu o aparecimento de sintomas mais graves da doença 

na dengue. Do mesmo modo que, o antagonismo de PTAFR em camundongos infectados com 

Influenza A induziu uma proteção contra lesão pulmonar e mortalidade (DEMOPOULOS; 

ANTONOPOULOU; THEOHARIDES, 2020; GARCIA et al., 2010; SOUZA et al., 2009; 

ZABETAKIS et al., 2020).  

Nos estágios iniciais da COVID-19, uma semelhança é observada na apresentação 

clínica da infecção pelo SARS-CoV-2 e o vírus da dengue. Um estudo realizado em modelos 

animais exposto ao vírus da dengue evidenciou que a deleção de genes receptores de PAF e a 

administração de seus antagonistas, resultaram em uma menor gravidade da doença. E, embora 

o papel do PAF na COVID-19 não tenha sido completamente esclarecido, alguns estudos já 

apontaram esse fator como um colaborador na lesão pulmonar aguda e a SDRA nesses pacientes 

(CHOW et al., 2021). 

Ainda, foi relatado que as plaquetas desencadeiam a degranulação dos mastócitos 

perivasculares, podendo estes serem secretados e estimulados por PAF, levando a respostas 

hiperinflamatórias e a lesão tecidual. Além de ser a principal fonte de citocinas pró-

inflamatórias nos pulmões e curiosamente expressarem o Sistema Renina-Angiotensina (SRA), 

que está estritamente relacionado a COVID-19. O receptor ACE-2 do SRA atua como porta de 

entrada do vírus na célula, à medida que a angiotensina II estimula a formação de PAF 

(ALEVIZOS et al., 2013; DEMOPOULOS, 2020; THEOHARIDES, 2020).  

Após a ativação, as plaquetas também secretam o Fator Plaquetário 4 (PF-

4/CXCL4), sintetizado pelos megacariócitos e armazenados pelos grânulos α dessas células, 

cuja a principal função fisiológica é regular a coagulação sanguínea. PF-4 é disposto na 

circulação mediante ao dano tecidual, inflamação, estresse oxidativo ou através da estimulação 

por patógenos, como as interações vírus-plaquetas (ASSINGER, 2014; QIU et al., 2020; 

SALAMANNA et al., 2020; ZALDIVAR et al., 2010).  

Descoberta em 1955, essa quimiocina tem sido comumente relacionada a inibição 

da hematopoese, coagulação, cicatrização, inibição da proliferação de células endoteliais e da 

angiogênese e regulação de respostas imunes e inflamatórias, além de estar envolvida no 

controle de diferentes processos regulatórios, como apoptose, diferenciação e proliferação 
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celular (DEUTSCH; JOHNSON; SEEGERS, 1955; GUO et al., 2017; KASPER; PETERSEN, 

2011; VANDERCAPPELLEN; VAN DAMME; STRUYF, 2011).  

O PF-4 favorece o recrutamento de neutrófilos e contribui com o processo de 

exocitose dessas células, promovendo a liberação de mieloperoxidase e lisozima. Sendo 

considerado um fator eficaz na eliminação do vírus da gripe, como o H1N1, secretando 

moléculas antivirais para induzir a depuração viral. Além de ser utilizado como um inibidor de 

amplo espectro e supressor da infecção de linfócitos T pelo HIV-1 (AUERBACH et al., 2012; 

GUO et al., 2017; KOUPENOVA et al., 2019).  

Em contrapartida, outros estudos já apontaram a atuação dessa quimiocina como 

fator indutor da replicação do HIV em macrófagos derivados de fator estimulador de colônias 

de macrófagos (M-CSF). Como também, outro grupo demonstrou que quando em 

concentrações elevadas no plasma de pacientes com dengue, CXCL4 promove uma maior 

replicação desses vírus em monócitos in vitro. Além de seus níveis elevados terem sido 

detectados no fígado de pacientes com hepatite alcoólica e proporcionalmente aumentados no 

soro de pacientes com hepatite viral (GUO et al., 2017; OJHA et al., 2019; TSEGAYE et al., 

2013; VANDERCAPPELLEN; VAN DAMME; STRUYF, 2011; ZALDIVAR et al., 2010).  

Diante do exposto referente a atuação de marcadores plaquetários nos processos 

trombóticos, inflamatórios e a sua participação na fisiologia das infecções virais, como o seu 

envolvimento na COVID-19, um melhor entendimento do potencial infectante do vírus e dos 

quadros clínicos prognósticos associados a variações genéticas, poderiam auxiliar na 

compreensão do perfil de coagulação e inflamatório de pacientes recém diagnosticados com as 

diferentes formas da doença e na determinação de virulência desse patógeno, guiando condutas 

clínicas mais rápidas, como também, viabilizando o reaproveitamento e o direcionamento de 

novas formas de tratamento (BISWAS et al., 2022; LIPSITCH et al., 2021; UZUN et al., 2022). 

 

1.4 Estratégias Terapêuticas e Tratamentos de Suporte na COVID-19  

Diante das circunstâncias da pandemia e dentre as diferentes vacinas disponíveis, 

um cenário incerto ainda é enfrentado. Embora os programas de vacinação tenham 

proporcionado uma grande melhora na erradicação da doença e um declínio de seus casos 

graves, a sua rápida transmissão permitiu uma ampla diversidade genética desse vírus. No qual, 
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resultou no surgimento de variantes preocupantes que assumem uma redução significativa na 

neutralização por anticorpos gerados durante a infecção ou vacinação anterior (GHASEMIYEH 

et al., 2021; FLANAGAN et al., 2021; ØSTERGAARD et al., 2021; THAKUR et al., 2021).  

Embora a maioria dessas vacinas sejam bem toleradas, elas podem não responder 

de forma semelhante em todos os indivíduos. No contexto atual, a vacina contra a COVID-19 

fornece diferentes níveis de imunidade, desse modo, possui uma eficácia variável. Além disso, 

alguns estudos já mostram que a vacina é menos imunogênica em indivíduos 

imunocomprometidos e portadores de neoplasias hematológicas, como também, apresentam 

resposta imune reduzida a depender da variante genética do vírus à qual foi exposto (ALEMAN 

et al., 2021; KEARNS et al., 2021; KHOURY et al., 2021; MITTELMAN et al., 2022; 

PLANAS et al., 2021). 

Dentre as intervenções medicamentosas adotadas, os inibidores da enzima 

conversora de angiotensina, bloqueadores do receptor de angiotensina, corticoides, 

broncodilatadores e anti-inflamatórios desempenharam um importante papel na terapia de 

suporte a doença. No entanto, diante da predisposição desses pacientes a eventos pró-

trombóticos, fármacos com ação anticoagulante, antiplaquetária e antifibrinolítica demonstram 

ser uma via terapêutica valiosa de atuação em diferentes estágios da doença (DEMOPOULOS; 

ANTONOPOULOU; THEOHARIDES, 2020; GAVRIATOPOULOU et al., 2021; TRIGGLE 

et al., 2021).  

Apoiando essa ideia, estudos realizados por um grupo, mostrou que a terapia com 

heparina, um fármaco amplamente utilizando como anticoagulante, está associado a uma 

melhora no prognóstico de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, como também, o seu uso 

em baixo peso molecular foi sugerido para o tratamento de quadros de hipercoagulação e danos 

vasculares desses pacientes (CLAUSEN et al., 2020; TANG et al., 2020a; TANG et al., 2020b). 

Bem como, um ensaio clínico realizado na China, revelou que a terapia anticoagulante 

suplementada pelo antiplaquetário Dipiridamol preveniu a progressão para estágios mais graves 

da doença, aumentando significantemente a contagem de plaquetas e de leucócitos, além do 

decréscimo dos níveis de D-dímero (LIU et al., 2020).   

Assim, levando em consideração os diferentes estágios de progressão da doença e 

a carência terapêutica clinicamente eficaz, várias classes de medicamentos foram administradas 

emergencialmente no combate da COVID-19, sem grandes evidências de eficácia ou magnitude 
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de toxicidade. Nesse aspecto, o redirecionamento de medicamentos e a identificação de alvos 

farmacogenéticos capazes de impedir a replicação ou auxiliar na depuração viral e/ou conter os 

eventos inflamatórios da doença, tem sido uma estratégia importante para o alcance de terapias 

mais eficazes e bem-sucedidas (BISWAS et al., 2022; DE PRIYASHA et al., 2021; 

MAJUMDER; MINKO, 2021; PERICO et al., 2021).  

 

1.5 Justificativa  

A COVID-19 continua a nos desafiar em diversos aspectos e mesmo após o 

desenvolvimento das vacinas ainda é acompanhado o surgimento de alguns novos casos. O 

boletim epidemiológico do Ministério da Saúde emitido em outubro de 2022, apontou o Brasil 

como o quarto país com o maior número de casos acumulados da doença e o quinto em novos 

casos, ficando o Ceará com a maior taxa de mortalidade da região Nordeste. Desse modo, 

compreender os fatores que contribuem para o aumento da gravidade da doença e seus 

mecanismos genéticos é considerado um caminho promissor a se trilhar (BARRETT et al., 

2021; BRASIL, 2022; GU et al., 2020; KOUPENOVA et al., 2019; MANNE et al., 2020).  

Nesse aspecto, as plaquetas são conhecidas por desenvolverem um importante papel 

na defesa imune do hospedeiro contra os vírus. Entretanto, elas também podem atuar 

negativamente no aumento da infecção e no transporte de partículas virais. Além de diferentes 

estudos descreveram a atuação das plaquetas na fisiopatologia da doença, induzindo a trombose 

ou interagindo com outras células imunes na promoção da tromboinflamação, como também, a 

presença de marcadores de coagulação elevados (ACKERMANN et al., 2020; BÖSMÜLLER 

et al., 2020; BOWLES et al., 2020; HUANG et al., 2020; RANUCCI et al., 2020; 

SALAMANNA et al., 2020; ZHANG et al., 2020b).  

A infecção pelo SARS-CoV-2 apresenta diferentes condições clínicas e o estudo 

das variações no perfil genético desses pacientes auxiliaria na identificação dos indivíduos com 

alto ou baixo risco, no direcionamento terapêutico, como contribuiria para o conhecimento da 

biologia da infecção e da doença. Uma vez que vários estudos apontam a influência da 

diversidade genética nas formas de infecção causadas pelo vírus, na modulação da gravidade e 

na sua correlação com o prognóstico do paciente (ANASTASSOPOULOU et al., 2020; 

DEVAUX et al., 2020; ELHABYAN et al., 2020; SECOLIN et al., 2021).  
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Desse modo, definir melhor o papel das plaquetas, caracterizando e estratificando 

seus marcadores em pacientes com as formas brandas e severas da COVID-19, como, avaliando 

o uso de terapias direcionadas a essas células, contribuiriam para a compreensão do perfil de 

coagulação e inflamação observados nas diferentes formas da doença, podendo assim, auxiliar 

na determinação da virulência do patógeno e a guiar condutas clínicas mais rápidas e mais 

eficazes (BISWAS et al., 2022; LIPSITCH et al., 2021; UZUN et al., 2022).  
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2 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a expressão dos genes PTAFR e PF-4 e a sua associação com os 

parâmetros clínico-epidemiológicos de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. 

 

2.1 Objetivos Específicos   

• Investigar os principais fatores de risco com base nos parâmetros clínicos para o 

desenvolvimento das formas graves da COVID-19; 

• Avaliar a expressão dos genes PTAFR e PF-4 em pacientes diagnosticados com a 

COVID-19 que necessitaram de internação;  

• Correlacionar os marcadores de coagulação e inflamatórios com a avaliação molecular 

e verificar sua associação com os casos graves da doença; 

• Caracterizar o papel dos genes PTAFR e PF-4 como potenciais biomarcadores 

plaquetários nas diferentes formas clínicas da COVID-19 de acordo com o desfecho 

clínico de alta ou óbito.  
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3 MATERIAS E MÉTODOS 
 

3.1 Coleta de Amostras e Aspectos Éticos 

O presente estudo inclui pacientes infectados pelo vírus SARS-CoV-2 atendidos 

em dois hospitais de referência da rede pública da cidade de Fortaleza - CE. As amostras foram 

provenientes das unidades de atendimento à saúde e oriundas do Hospital São José de Doenças 

Infecciosas (HSJ) e do Instituto Doutor José Frota (IJF) e, fazem parte do banco de amostras 

biológicas do Laboratório de Farmacogenética da Universidade Federal do Ceará (UFC). 

As coletas foram realizadas entre o período de março de 2020 a março de 2021 e a 

inclusão dos pacientes no estudo ocorreu após a assinatura do Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido (TCLE), conforme rege a Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde, 

sobre aspectos éticos envolvendo a pesquisa com seres humanos e, obteve a aprovação do 

Comitê de Ética e Pesquisa da UFC sob o número de parecer 4.029.490 (Anexo 1).  

 

3.2 Critérios de Inclusão e Exclusão 

Foram inclusos no estudo pacientes não vacinados recebidos pelos centros de 

atendimento mencionados, no período de março de 2020 a março de 2021, que aceitaram 

participar do estudo e que receberam diagnóstico para a COVID-19 por testes molecular e/ou 

imunocromatográfico. 

Assim, foram excluídos os pacientes que receberam alta em até 24 horas de 

internação, que apresentavam doenças pré-existentes que resultassem em parâmetros de 

coagulação anormais e que não possuíam todos os parâmetros clínicos abordados no estudo.  

 

3.3 Amostras Biológicas e Dados Clínicos  

O estudo contou com o total de 132 pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 com 

diagnóstico comprovado pela técnica de PCR em tempo real e/ou teste imunocromatográfico 

para a doença. Foram analisadas e coletadas amostras dos pacientes que aceitaram participar do 

estudo e que necessitaram de internação por mais de 24 horas em um dos centros de atendimento 

mencionados.  
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Além das amostras de sangue, também foram coletados os dados clínicos que 

constavam nos prontuários dos pacientes, que incluem idade, sexo, doenças de base, exames 

laboratoriais, tipo e tempo total de internação, desfecho e sintomatologia para análise e 

estratificação de fatores de risco para o desenvolvimento das formas graves da doença, 

estabelecidos de acordo com os parâmetros abordados no estudo e estão descritos na Tabela 1. 

Tabela 1 – Critérios de estratificação do estudo e seus aspectos clínicos  
Parâmetros Clínicos Valores de Referência Contexto Clínico 

Idade (anos) 
15-44 
45-64 
≥65 

Distribuição etária conforme relatada por Li et al., 
2020. O estudo aponta a predominância de formas 
graves da doença em adultos com 60 anos de idade ou 
mais. Além de descrever um menor número de casos 
em crianças com menos de 15 anos. 

Contagem de Leucócitos 
(x10³) /mm³ 

<4 
4-10 
>10 

Valores definidos com base no estudo de Zhou et al., 
2020. No qual, descreve a leucocitose como fator de 
risco para pacientes adultos internado com COVID-
19. 

Contagem de Plaquetas 
(x10³) /mm³ 

<150 
150-400 

>400 

Distribuição conforme o estudo de Esmaeel et al., 
2022. O estudo correlaciona os parâmetros de 
coagulação aos desfechos clínicos em pacientes 
hospitalizados com COVID-19. No qual, a presença de 
trombocitopenia pode ser indicativa de uma doença 
mais grave. 

PCR (mg/L) 

≤10 
11-20 

21-100 
>100 

Valores distribuídos conforme relatado por Lawrence 
A. et al., 2020. No qual, níveis de PCR entre 10 e 20 
mg/L indicam infecção viral leve. Níveis >20-40 mg/L 
podem representar um nível de dano tecidual 
(reversível) associado à resposta natural ao combate à 
doença viral. Enquanto, valores >100 mg/L refletem 
danos teciduais avançados e estão associados a um 
prognóstico desfavorável da doença.  

TAP (INR) 0,80-1,30 
>1,30 

Critério de estratificação de dados conforme a 
distribuição realizada por Li et al., 2020. 

D-dímero (ng/mL) 
≤500 

500-1.000 
>1.000 

Distribuição baseada no estudo de Zhou et al., 2020. 
As evidências apontam que os níveis de D-dímero 
maiores que 1.000 ng/mL em pacientes com COVID-
19 estão associados à uma maior gravidade da doença 
e podem auxiliar na identificação de pacientes com 
prognóstico desfavorável em estágio inicial.  

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
Legenda: O modelo apresentado detalha os critérios de distribuição do estudo baseado nas evidências de outros 
autores dentro do contexto de pacientes hospitalizados com a COVID-19. 

 
Dentre o total de amostras coletadas, 93 pacientes que apresentaram todas as 

informações clínicas e que estavam dentro dos critérios de inclusão e exclusão estabelecidos 

pelo estudo seguiram para as análises. As análises ainda contaram com um grupo controle de 

15 indivíduos saudáveis, para a comparação estatística da expressão gênica dos genes 

plaquetários PAF (PTAFR) e PF-4. 
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3.4 Extração de RNA  

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo com anticoagulante 

EDTA e encaminhadas ao Laboratório de Farmacogenética para a realização da extração de 

RNA. O RNA foi extraído a partir da camada leucocitária, através do kit comercial TRIzolTM 

LS Reagent (InvitrogenTM) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.5 Transcrição Reversa RNA-DNA 

A partir de 10 L de RNA, foi sintetizado o cDNA de acordo com o kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcriptase (Applied Biosystems®) para transformar o RNA 

extraído e purificado em cDNA. A etapa de conversão foi realizada no equipamento Veriti™ 

96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems®). A reação utiliza as quantidades de 

reagentes descritas na Tabela 2. 

Tabela 2 – Regentes utilizados na síntese de cDNA 
Reagentes Volume (µL) 

Água ultrapura 4,2 
Buffer 2 
dNTP 0,8 
Primer 2 

Transcriptase Reversa 1,0 
Amostra 10 

Volume Final 20 
Fonte: Elaborada pela autora (2022). 
 

A ciclagem utilizada foi de 25ºC durante 10 minutos e 37ºC por 120 minutos. Após 

essa etapa, as amostras foram armazenadas em freezer -20C até a sua utilização para análise. 

 

3.6 Detecção e Especificações do Ensaio 

Para a análise da expressão dos genes PAF (PTAFR) e PF-4, foram utilizados 

primers e sondas TaqMan® Gene Expression Assay (ThermoFisher®). A sequência dos genes 

de interesse (PTAFR e PF-4) e de referência (ACTB), foram enviados à Applied Biosystems 

para desenho e síntese de primers. O método de detecção foi de acordo com as sequências 

fornecidas pelo fabricante (TABELA 3). 
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Tabela 3 – Identificação dos primers 
Gene TaqMan® Assay ID 
ACTB Hs01060665_g1 

PAF (PTAFR) Hs00265399_s1 
PF-4 Hs00236998_m1 

Fonte: Elaborada pela autora (2022). 

 

3.6.1 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real 

O protocolo da reação utilizou as quantidades de reagentes descritas na tabela 4, 

totalizando uma reação final de 10 L. A detecção da expressão dos genes por PCR em tempo 

real (qPCR) foi realizada utilizando o kit comercial TaqMan Gene Expression Master Mix 

(Applied Biosystems®). O protocolo de amplificação da reação constituiu-se das seguintes 

ciclagens: 50ºC/2 min, 95ºC/10 min e 50 ciclos de 95ºC/15 seg e 60ºC/1 min.  

Tabela 4 – Reagentes utilizados na PCR em tempo real 
Reagentes Volume (µL) 

Água ultrapura 3,0 
TaqMan Gene Expression Master Mix 5,0 

Primers/Sondas 1,0 
cDNA 1,0 

Volume Final 10 
Fonte: Elaborada pela autora (2022).  

 

3.6.2  Validação da Expressão Gênica por Real-Time PCR Quantitativo (qPCR)  

Após a amplificação, os fragmentos foram quantificados pela análise dos dados 

fluorescentes através do software versão 1.1 no equipamento QuantStudio® 5 (Applied 

Biosystems®).  

Para estabelecer o grau de expressão do gene escolhido para a etapa de validação, 

utilizou-se como referência o nível de expressão do gene ACTB, gene de expressão constitutiva 

e que se presta como referência de expressão entre as diferentes amostras (TABELA 3).  

Na análise de PCR em tempo real, a quantificação é baseada no Ciclo de 

Quantificação (CQ), que é inversamente proporcional ao logaritmo do número de cópias iniciais 

(TYAGI et al., 1998). O CQ é definido como o primeiro ciclo de amplificação no qual a 

fluorescência indica que os produtos de PCR se tornaram detectáveis. Para determinar a linha 

de corte para a expressão gênica alterada nas células de pacientes com a doença, o valor de CQ 

foi determinado também em amostras de indivíduos saudáveis.  
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Estabelecidos os CQ de cada amostra, o cálculo do nível de expressão foi realizado 

através do Método CQ comparativo ou Método 2 - ∆∆CQ, dessa forma, o nível de expressão do 

gene de interesse foi relatado em relação ao do gene de referência para cada amostra 

(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008): 

Expressão do Gene de Interesse = 2 - ∆∆CQ 

Onde ∆CQ = (CQ gene de interesse) – (CQ gene de referência) para cada triplicata 

∆∆CQ = (∆CQ experimental) – (∆CQ controle) 

Para validação do método 2 - ∆∆CQ, deve-se assumir que a eficiência de amplificação 

do gene alvo e a eficiência de amplificação do controle interno devem ser aproximadamente 

iguais (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Cada amostra em análise foi realizada em triplicata 

para a validação da técnica e dos valores de CT, de acordo com os guidelines internacionais 

para avaliação de expressão gênica por PCR em tempo real (BUSTIN et al., 2009). 

 

3.7 Análise Estatística  

Os testes de Chi-Quadrado e o de Fisher foram aplicados a depender da frequência 

amostral para comparar a provável influência entre as variáveis clínicas dos pacientes em 

estudo. Posteriormente, os dados estatísticos para a análise de expressão gênica de PTAFR e 

PF-4 foram apresentados a partir da média ou mediana ± desvio padrão da média (EPM) dos 

grupos experimentais em triplicatas biológicas no resultado do estudo. O teste de Shapiro-Wilk 

foi usado para avaliar a distribuição das amostras. As análises comparativas paramétricas, foram 

realizadas pela Análise de Variância de uma Via (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni 

e o teste t foram utilizados quando dois grupos ou mais foram analisados. 

Para as estatísticas não paramétricas, foi empregado o teste de Mann-Whitney para 

comparação entre dois grupos e o teste de Kruskal-Wallis, seguindo do pós-teste de comparação 

múltipla de Dunn quando mais de dois grupos foram analisados.   

Ambas as análises foram realizadas através do programa GraphPad Prism (versão 

8.0.1) assumindo o nível de significância de 99% (p≤0,001) e 95% (p≤0,05). Os dados da 

validação da eficiência de amplificação dos genes alvo e dos controles foram apresentados em 

Regressão Linear.  
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4 RESULTADOS 

4.1 Características do Estudo 

O presente estudo consiste na análise de prontuários e na avaliação da expressão 

gênica dos genes PTAFR e PF-4 de 93 pacientes diagnosticados com a COVID-19, que 

necessitaram de internação. Destes, 27 foram recebidos pelo Hospital São José de Doenças 

Infecciosas (HSJ) e 66 pelo Instituto Doutor José Frota (IJF), sediados na cidade de Fortaleza 

– CE.  

Dos pacientes selecionados, 31 (33,3%) eram do sexo feminino e 62 (66,7%) do 

sexo masculino, mostrando uma proporção de 2:1 casos neste gênero. A idade média de 

pacientes com a doença foi mais jovem para o sexo feminino quando comparado ao masculino 

– 45,0 (15-87) e 57,9 (18-89), respectivamente. Não apresentando nenhum caso em menores de 

15 anos de idade. Ainda, um total de 43 pacientes tiveram como causa principal da 

hospitalização a infecção pelo SARS-CoV-2, enquanto, os demais se internaram por motivos 

adjacentes e se contaminaram durante esse período e consequentemente desenvolveram 

complicações relacionadas a doença. 

Das características clínicas observadas durante o processo admissional, os sintomas 

mais prevalentes entre ambos os gêneros foram dispneia, tosse seca, mialgia, febre e cefaleia e, 

e em menor ou nenhuma frequência foram destacados: pneumonia, odinofagia, anosmia, dor de 

garganta e entre outros que são detalhados na Tabela 5. Além dos pacientes classificados como 

assintomáticos devido a necessidade de internação por outras causas. 

Já quando levado em consideração as doenças de base dos pacientes em estudo, a 

que se apresentou em maior frequência tanto em homens, quanto em mulheres foi a hipertensão 

e a diabetes, e isoladamente no gênero feminino, a obesidade. Quanto as menos observadas, 

destacaram-se o tabagismo, cardiopatias, doença renal, imunodeficiências e as doenças 

pulmonares (TABELA 5).  
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Tabela 5 – Parâmetros clínico-epidemiológicos dos pacientes diagnosticados com a COVID-19 
em relação ao gênero 

 Feminino  Masculino 
Característica Clínicas   
Gênero (%) 31 (33,3) 62 (66,7) 
Idade (anos) 45,0 (15-87) 57,9 (18-89) 
   

 
Motivo de Internação   
Infecção pelo SARS-CoV-2 (%) 17 (39,5) 26 (60,5) 
Outros (%)¶ 14 (28,0) 36 (72,0) 
   

Sinais e Sintomas   
Dispneia (%) 17 (54,8) 23 (37,1) 
Tosse Seca (%) 8 (25,8) 17 (27,4) 
Mialgia (%) 8 (25,8) 15 (24,2) 
Febre (%) 5 (16,1) 15 (24,2) 
Cefaleia (%) 5 (16,1) 8 (12,9) 
Pneumonia (%) 2 (6,5) 0 (0,0) 
Odinofagia (%) 2 (6,5) 3 (4,8) 
Anosmia (%) 0 (0,0) 5 (8,1) 
Dor de Garganta (%) 1 (3,2) 0 (0,0) 
Assintomático (%) 13 (41,9) 37 (59,7) 
Outros (%)† 2 (6,5) 6 (9,7) 
  

  

Comorbidades e Doenças Crônicas 
Hipertensão (%) 13 (41,9) 12 (19,4) 
Diabetes (%) 14 (45,2) 8 (12,9) 
Obesidade (%) 11 (35,5) 3 (4,8) 
Tabagismo (%) 3 (9,7) 6 (9,7) 
Cardiopatias (%) 3 (9,7) 0 (0,0) 
Doença Renal (%) 1 (3,2) 3 (4,9) 
Imunodeficiências (%) 0 (0,0) 4 (6,5) 
Doenças Pulmonares (%) 0 (0,0) 3 (4,8) 
Sem comorbidades (%) 6 (19,4) 30 (48,4) 
Outras (%)‡ 10 (32,3) 11 (17,7) 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: Os dados estão apresentados pelo número total de pacientes seguidos de seu percentual de acordo com 
as variáveis estudadas relacionadas as características clínicas dos pacientes. 
¶ Tratamento cirúrgico; tratamento não cirúrgico; politrauma; uso de substâncias psicoativas. 
† Acidente vascular encefálico; angina; taquipneia, constipação, disenteria; calafrio. 
‡ Etilismo; tumores sólidos; distúrbios psiquiátricos; doenças genéticas; doenças neurodegenerativas; prostatites; 
distúrbios digestivos; hepatopatias.  
 

Em relação aos aspectos durante o período de internação, foi observada uma maior 

necessidade de atendimento em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) em homens 60,0% (n=36), 

enquanto, mulheres apresentaram um percentual de 40,0% (n=24). E a média de tempo de 

internação para o gênero feminino foi de 27,1 (4-71) dias e para o masculino de 32,0 (7-91) 

dias (TABELA 6).   
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Tabela 6 – Características do período de internação dos pacientes diagnosticados com a 
COVID-19 em relação ao gênero 

 Feminino Masculino 
Tipo de Internação   
Enfermaria (%) 7 (21,2) 26 (78,8) 
UTI (%) 24 (40,0) 36 (60,0) 
   

Desfecho Clínico   
Alta (%) 26 (33,8) 51 (66,2) 
Óbito (%) 5 (31,3) 11 (68,7) 
   

Tempo Médio de Internação   
(Dias) 27,1 (4-71) 32,0 (7-91) 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: Os dados estão apresentados pelo número total de pacientes seguidos de seu percentual de acordo com 
as variáveis estudadas relacionadas ao desfecho clínico, tipo e período de internação. 

 

4.2 Testes de Hipótese  

 Na tabela 7 aplicamos os testes de Chi-quadrado ou de Fisher a depender da 

frequência amostral esperada, com o intuito de correlacionar a existência de associação entre 

as variáveis clínicas analisadas. Os resultados obtidos consistem nas comparações entre: idade, 

tipo de internação, desfecho e gênero; e entre os achados laboratoriais – contagem de leucócitos 

e de plaquetas, PCR, TAP e D-dímero – com as variáveis citadas anteriormente.  Os níveis de 

p-valor estatisticamente significativos foram definidos como 99% (p≤0,001) e 95% (p≤0,05), 

no qual, apontam uma provável influência entre os fatores comparados. 

Ao relacionamos as variáveis de idade dos pacientes com as de desfecho e gênero, 

foi conseguido um p<0,05, sugerindo que há uma influência significativa entre a idade e a 

evolução do paciente para alta ou óbito, sendo observado que indivíduos de 15 a 44 anos têm 

uma maior probabilidade de terem uma evolução favorável, enquanto aqueles com idade 

superior ou igual a 65 anos têm maiores chance de evoluírem negativamente. Já quando 

analisamos a idade relacionada ao sexo, é visto um maior número de casos da doença em 

homens com idade entre 15 e 44 anos, demonstrando uma maior predisposição nesse gênero de 

contrair formas da doença com maiores necessidades de atenção médica e hospitalização.  

Em contrapartida, quanto a idade e a unidade de internação não houve correlação 

significativa, sugerindo que a idade dos pacientes não se trata de um fator determinante para o 

tipo de internação, dessa forma, não apresentando influência entre estes (p= 0,7697). 
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Em relação aos parâmetros laboratoriais, pode-se observar que tanto a contagem de 

leucócitos (p<0,001), quanto a de plaquetas (p<0,0001) tendem a influenciar no desfecho 

clínico, no qual, pacientes que se enquadraram dentro da faixa de normalidade demonstraram 

possuir melhor prognóstico e evolução para alta hospitalar. No entanto, não houve correlação 

significativa entre esses parâmetros e as variáveis de tipo de internação e gênero.  

Da mesma forma, quando comparamos os níveis séricos da PCR com as variáveis 

de desfecho e gênero, nenhuma influência estatística foi vista (p>0,05). Entretanto, ao 

relacionamos esses níveis ao tipo de internação, foi obtido uma significância de p=0,0307. 

Demonstrando que esse marcador inflamatório pode ser um preditor de gravidade da doença e 

de prognóstico desfavorável.  

Além disso, quando correlacionamos os valores do TAP ao desfecho clínico 

encontramos uma influência significativa entre eles (p<0,05), no qual, pacientes que 

apresentaram valores de INR dentro dos valores de normalidade, apresentaram um maior 

percentual de alta hospitalar, enquanto, os que estavam fora dessa faixa tiveram evolução 

negativa, demonstrado uma possível influência desse parâmetro a um pior desfecho clínico.  

Do mesmo modo, pode-se observar que os níveis de D-dímero tendem a intervir na 

unidade de internação, no qual pacientes com níveis desse exame superior a 1.000 ng/mL 

apresentaram um maior número de admissões em UTI, sendo uma variável clinicamente 

associada ao grupo de risco e ao acompanhamento da necessidade de intervenções terapêuticas 

com atividade anticoagulante.  

Ainda na Tabela 7, nenhuma significância foi obtida na comparação entre os 

parâmetros de TAP ao tipo de internação e ao gênero (p>0,05), deixado por conclusão que o 

mesmo não atua como um indicador da necessidade de atenção médica em enfermaria ou UTI, 

como também, não está relacionado ao gênero dos pacientes. No mesmo contexto, não houve 

correlação significativa quando avaliamos os valores de D-dímero com o desfecho e o gênero 

(p>0,05). 
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Tabela 7 – Características clínicas, epidemiológicas e laboratoriais dos pacientes diagnosticados com a COVID-19 que necessitaram de internação 
 Tipo de Internação  Desfecho  Gênero  

 Enfermaria 
(n= 33) 

UTI 
(n= 60) p-valor Alta 

(n= 77) 
Óbito 

(n= 16) p-valor Feminino 
(n= 31) 

Masculino 
(n= 62) p-valor 

Idade (anos) 
15-44 (%) 15 (45,4) 23 (38,4) 

0,7697 
36 (46,7) 2 (12,5) 

0,0246* 
7 (22,6) 31 (50,0) 

0,0256* 45-64 (%) 9 (27,3) 20 (33,3) 23 (29,9) 6 (37,5) 11 (35,5) 18 (29,0) 
≥65 (%) 9 (27,3) 17 (28,3) 18 (23,4) 8 (50,0) 13 (41,9) 13 (21,0) 
 
Parâmetros Laboratoriais 
Contagem de Leucócitos (x10³) /mm³ 
<4 4 (12,1) 2 (3,3) 

0,1890 
7 (9,1) 1 (6,2) 

0,0003* 
2 (6,5) 4 (6,5) 

0,2857 4-10 12 (36,4) 19 (31,7) 48 (62,3) 2 (12,5) 7 (22,5) 24 (38,7) 
>10 17 (51,5) 39 (65,0) 22 (28,6) 13 (81,3) 22 (71,0) 34 (54,8) 
Contagem de Plaquetas (x10³) /mm³ 
<150 5 (15,1) 5 (8,3) 

0,5933 
7 (9,1) 3 (18,7) 

<0,0001* 
3 (9,7) 7 (11,3) 

0,9660 150-400 19 (57,6) 38 (63,3) 48 (62,3) 9 (56,3) 19 (61,3) 38 (61,3) 
>400 9 (27,3) 17 (28,4) 22 (28,6) 4 (25,0) 9 (29,0) 17 (27,4) 
PCR (mg/L) 
≤10 6 (18,2) 1 (1,7) 

0,0307* 

7 (9,1) 0 (0,0) 

0,4308 

2 (6,5) 5 (8,1) 

0,5678 11-20 3 (9,1) 4 (6,7) 5 (6,5) 2 (12,4) 1 (3,2) 6 (9,7) 
21-100 15 (45,4) 32 (53,3) 40 (51,9) 7 (43,8) 15 (48,4) 32 (51,6) 
>100 9 (27,3) 23 (38,3) 25(32,5) 7 (43,8) 13 (41,9) 19 (30,6) 
TAP (INR) 
0,80-1,30 28 (84,9) 56 (93,3) 0,6898 72 (93,5) 12 (75,0) 0,0442* 30 (96,8) 54 (87,1) 0,2633 >1,30 5 (15,1) 4 (6,7) 5 (6,5) 4 (25,0) 1 (3,2) 8 (12,9) 
D-dímero (ng/mL) 
≤500 3 (9,1) 1 (1,7) 

0,0439* 
4 (5,2) 0 (0,0) 

0,5036 
1 (3,2) 3 (4,8) 

0,8473 501-1.000 6 (18,2) 4 (6,7) 9 (11,7) 1 (5,3) 4 (12,9) 6 (9,7) 
>1.000 24 (72,7) 55 (91,7) 64 (83,1) 15 (93,8) 26 (83,9) 53 (85,5) 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: Os dados estão apresentados pelo número total de pacientes de acordo com as variáveis estudadas seguidos de seu percentual.  
P-valor calculado pelos testes de Chi-quadrado ou de Fisher.  
*Indica um nível de significância menor que 0,001 ou menor que 0,05.  
PCR, proteína C reativa; TAP, tempo de atividade da protrombina; INR, International Normalized Ratio; TAP, tempo de atividade da protrombina. 
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4.3 Análise de Expressão dos Genes PTAFR e PF-4 

As 93 amostras dos pacientes em estudo foram submetidas a análise de expressão 

quantitativa através da técnica de PCR em tempo real (qPCR) de três genes, dos quais o ACTB 

foi usado como gene de referência para validar a expressão do teste e o PTAFR e o PF-4 foram 

selecionados como genes de interesse. Ainda, para a validação e comparação estatística, foram 

utilizadas amostras controle de 15 indivíduos saudáveis submetidos as mesmas análises de 

expressão.  

A expressão gênica de PTAFR e PF-4 foi determinada através da comparação entre 

as amostras do grupo controle e as amostras dos pacientes. Quando analisadas estaticamente, 

mostraram-se significantemente aumentada em um fator de dez vezes em relação aos indivíduos 

saudáveis (p<0,05), sendo observada uma hiperexpressão desses genes plaquetários em 

indivíduos com COVID-19 que necessitaram de atenção hospitalar. Entretanto, a análise 

individual demonstrou a presença de uma única amostra que não apresentou expressão do PF-

4, mesmo expressando o PTAFR aproximadamente 6 vezes mais quando comparado aos 

controles, representada pelo paciente IJF-79 (FIGURA 4).   

 

 Figura 4 – Comparação da expressão de PTAFR e PF-4 entre pacientes internados com 
COVID-19 e as amostras controle 

 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: Os dados são apresentados pela média e mediana dos dois experimentos de comparação da expressão 
gênica, onde cada ponto do gráfico representa os valores de expressão de uma única amostra. As expressões 
relativas dos genes de interesse foram calculadas usando o ACTB como normalizador endógeno. a) Comparação 
da expressão de PTAFR entre as amostras de pacientes com COVID-19 hospitalizados e indivíduos saudáveis. b) 
Comparação da expressão de PF-4 entre as amostras de pacientes com COVID-19 hospitalizados e indivíduos 
saudáveis. As análises estatísticas entre os grupos foram conduzidas pela realização do teste de Mann-Whitney e 
do teste t, respectivamente. *p<0,05. 
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Figura 5 – Comparação da expressão de PTAFR e PF-4 entre os pacientes com COVID-19 
hospitalizados e as variáveis de tipo de internação, desfecho e gênero 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: Os dados são apresentados pela média e mediana da correlação entre a expressão gênica dos pacientes 
com COVID-19 e as variáveis em estudo, onde cada ponto do gráfico representa a expressão de uma única amostra.  
a) e b) Comparação da expressão de PTAFR e PF-4 entre a unidade de internação em enfermaria ou UTI. c) e d) 
Comparação da expressão de PTAFR e PF-4 entre o desfecho clínico de alta ou óbito. e) e f) Comparação da 
expressão de PTAFR e PF-4 entre os gêneros feminino e masculino. Os níveis de expressão entre as variáveis do 
estudo foram comparados utilizando o teste de Mann-Whitney para avaliação de PTAFR e do teste t para o PF-4. 
p>0,05. ns, não significante.  
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Na figura 5 apresentamos a comparação entre as expressões dos genes alvo as 

variáveis de tipo de internação, desfecho clínico e gênero, porém, nenhuma diferença estatística 

significativa foi observada entre elas (p>0,05). Entretanto, na análise individual é visto que 

existe uma maior expressão de PTAFR e PF-4 em pacientes admitidos em UTI, quando 

comparado aos internados em enfermaria. Do mesmo modo, foi observado que alguns 

indivíduos do sexo masculino apresenta uma maior expressão de ambos os genes, quando 

comparado ao sexo feminino. 

Quando estratificados por idade, as expressões do PTAFR e do PF-4 foram 

comparadas entre pacientes com 15 a 14 anos, de 45 a 64 anos e maiores ou igual a 65 anos de 

idade, e os dados obtidos não foram estatisticamente significativos (p>0,05). No qual, foi 

observado um expressão aumentada dos genes de interesse, porém, semelhantes nos diferentes 

grupos de idade (FIGURA 6).  

 

Os pacientes foram ainda avaliados quanto os parâmetros laboratorias coletados e 

a expressão dos genes em estudo. Para essa análise, os valores das expressões de PTAFR e PF-

4 foram estratificadas de acordo com critérios selecionados de risco e de prognóstico 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: As análises são representadas pela média e mediana da correlação entre a expressão dos genes de 
interesse com a distribuição etária do estudo, onde cada ponto do gráfico representa os valores de expressão de 
uma única amostra. a) Comparação da expressão de PTAFR entre pacientes com COVID-19 com os grupos etários. 
b) Comparação da expressão de PF-4 entre pacientes com COVID-19 com os grupos etários. As comparações 
estatísticas foram realizadas pelos testes de Kruskal-Wallis, seguindo do teste de comparação múltipla de Dunn e 
pela ANOVA e pós-teste de Bonferroni, respectivamente. p>0,05. ns, não significativo.  

Figura 6 – Comparação da expressão gênica de PTAFR e PF-4 entre os pacientes com COVID-
19 estratificados por grupos de idade 
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desfavorável em paciente internados com a infecção pelo SARS-CoV-2, mencionados 

anteriomente na Tabela 1.  

Para comparação entre a expressão gênica e a contagem de leucócitos nos paciente 

com COVID-19, os dados foram estratificados em três grupos: menos de 4.000 leucócitos por 

mm³, para pacientes com leucopenia; entre 4.000 e 10.000 leucócitos por mm³, para pacientes 

dentro dos valores de normalidade e, pacientes com mais de 10.000 leucócitos por mm³ para os 

quadros de leucocitose. No entanto, apesar de ser notado uma maior expressão dos genes 

PTAFR e PF-4 em alguns pacientes, quando comparados aos demais, estratificados no grupo 

com leucometria entre 4.000 a 10.000/mm³ e superior a 10.000/mm³, nenhuma diferença 

significativa foi observada (p>0,05) (FIGURA 7). 

 
Quanto a avaliação comparativa da expressão entre os genes plaquetários PTAFR e 

PF-4 e a sua correlação com os parâmetros da coagulação, estratificamos esses dados com base 

na contagem de plaquetas, TAP (INR) e D-dímero. Estes ainda, foram separados em subgrupos, 

no qual, o primeiro foi dividido em: menos que 150.000 plaquetas por mm³, para as 

trombocitopenias; entre 150.000 a 400.000, para pacientes dentro do valor de referência e, mais 

que 400.00 plaquetas por mm³, para os casos de trombocitoses. O segundo, foi classificado em 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: Os dados são apresentados pela média e mediana da correlação entre a expressão gênica dos pacientes 
com COVID-19 hospitalizados e a variável abordada, onde cada ponto do gráfico representa os valores de 
expressão de uma única amostra. a) Comparação da expressão de PTAFR e a leucometria. b) Comparação da 
expressão de PF-4 e a leucometria. As comparações estatísticas foram realizadas pelos testes de Kruskal-Wallis, 
seguindo do teste de comparação múltipla de Dunn e pela ANOVA e pós-teste de Bonferroni, respectivamente. 
p>0,05. ns, não significativo.  

 

Figura 7 – Análise comparativa entre a expressão de PTAFR e PF-4 nos pacientes com COVID-
19 relacionada com a contagem de leucócitos 
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INR entre 0,80 a 1,30 para pacientes dentro da faixa de normalidade e maior de 1,30 para 

indivíduos com esse parâmetro prolongado. Porém, nenhuma significância estatística foi obtida 

de ambas as análises (p>0,05) (FIGURA 8).  

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: As análises são representadas pela média e mediana da correlação da expressão gênica com os 
parâmetros laboratoriais plaquetários, onde cada ponto do gráfico representa os valores de expressão de uma única 
amostra. a) e b) Comparação da expressão dos genes PTAFR e PF-4 com a contagem de plaquetas. c) e d) 
Comparação da expressão dos genes PTAFR e PF-4 com os valores de TAP baseado no INR dos pacientes. e) e f) 
Comparação da expressão dos genes PTAFR e PF-4 com os valores de D-dímero. Para as comparações do TAP 
(INR) foram utilizados o teste de Mann-Whitney e o teste t de Student, respectivamente. Para análise da contagem 
de plaquetas e do D-dímero foi utilizado os testes de Kruskal-Wallis, seguindo do teste de comparação múltipla 
de Dunn e pela ANOVA e pós-teste de Bonferroni. p>0,05. ns, não significativo. 

 

Figura 8 – Comparação entre as distribuições das variáveis plaquetárias e a expressão dos genes 
PTAFR e PF-4 em pacientes com COVID-19 hospitalizados 
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No mesmo contexto, conforme apresentado na Figura 8, os valores de DDM foram 

apresentados como: menor ou igual a 500 ng/mL para pacientes dentro dos valores aceitáveis; 

entre 501 a 1.000 e maiores que 1.000 ng/mL, no qual, apesar de ambos estarem acima da faixa 

de referência, somente o último é associado a um contexto clínico mais grave e a um 

prognóstico desfavorável. No entanto, apesar da maior expressão dos genes em estudo 

observada em alguns pacientes com valores de D-dímero superior a mil, nenhuma diferença 

significativa foi demonstrada (p>0,05).  

Também, selecionamos a proteína C reativa como marcador inflamatório para a 

análise comparativa com a expressão dos genes de interesse. No qual, valores séricos menores 

que 10 mg/L caracterizam uma infecção leve; entre 21-40 podem indicar um nível de dano 

tecidual reversível e, valores maiores que 100 mg/L já representa um dano tecidual avançado. 

Neste contexto, é notado uma maior expressão tanto do PTAFR, quando do PF-4 em pacientes 

com PCR entre 21 e 100 mg/L e superiores a cem, entretanto, não houve correlação significativa 

(p>0,05) (FIGURA 9). 

 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Legenda: Os dados são apresentados pela média e mediana da correlação entre a expressão gênica e a distribuição 
dos valores da PCR em pacientes com COVID-19 hospitalizados, onde cada ponto do gráfico representa os valores 
de expressão de uma única amostra. a) Comparação entre a expressão de PTAFR e a PCR. b) Comparação da 
expressão de PF-4 e a PCR. As comparações estatísticas foram realizadas pelos testes de Kruskal-Wallis, seguindo 
do teste de comparação múltipla de Dunn e pela ANOVA e pós-teste de Bonferroni, respectivamente. p>0,05. ns, 
não significativo. 

Figura 9 – Análise comparativa entre a expressão de PTAFR e PF-4 nos pacientes com COVID-
19 relacionada aos valores da proteína C reativa 
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5 DISCUSSÃO 

Apesar das plaquetas serem consideradas as principais células efetoras da 

hemostasia, seu papel nas respostas imunológicas aos processos de infecção e inflamação são 

bastante discutidos. Em condições de hiperatividade, essas células podem atuar negativamente 

quando associadas a uma reposta trombótica. Alguns estudos descreveram a atividade das 

plaquetas atuando pró infecções virais tanto no transporte de suas partículas, como no aumento 

da inflamação, levando a um estado hiperinflamatório e uma consequente piora clínica 

(MIDDLETON; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2016; KOUPENOVA et al., 2018).  

Recentemente, outros estudos demonstram níveis aumentados de agregação 

plaquetária, marcadores de coagulação elevados e tromboembolismo pulmonar em pacientes 

com quadros graves da COVID-19, além de já correlacionarem essas variações de prognóstico 

clínico a influência de fatores genéticos (BISWAS et al., 2022; HOTTZ et al., 2020; LIPSITCH 

et al., 2021; MANNE et al., 2020; UZUN et al., 2022).  

Para apresentação dos parâmetros clínicos-epidemiológicos dos pacientes com 

COVID-19 hospitalizados, dividimos as suas características clínicas em relação aos gêneros 

feminino e masculino, devido as correlações de influências ligadas ao sexo biológico como 

fator de risco na infecção pelo SARS-CoV-2 (FERRETTI et al., 2022; JIN et al., 2020).  

Nesse contexto, observamos uma predominância da doença em homens (66,7%), 

com idade média de 57,9 anos (18-89). Em concordância com o nosso trabalho, Li et al. (2020) 

descreveu uma mediana de idade de 59 anos, variando entre 15 a 89 anos e, dentre esses, 56% 

eram do sexo masculino. A suscetibilidade reduzida das mulheres nas infecções virais é 

atribuída a expressão gênica ligada ao cromossomo X e aos hormônios sexuais, que 

desempenham um papel importante na imunidade inata e adaptativa (HAITAO et al., 2020; 

JAILLON et al., 2019).   

Ademais, nenhuma admissão de pacientes com idade inferior a 15 anos foi realizada 

no período em estudo. Essa ausência seria justificada pelas condições impostas pela pesquisa 

dentro do contexto de gravidade clínica e internação. Uma vez que, crianças podem ser menos 

propensas a infecção por esse vírus, além de apresentarem sintomas mais leves, sendo 

responsável por essa sub-representação na contagem de casos confirmados (LI et al., 2020).  
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Já quando os sinais e sintomas da internação foram avaliados, dispneia, tosse, 

mialgia, febre e cefaleia foram os mais comuns. Semelhanças de características clínicas foram 

descritas por Chen et al. (2020) e Huang et al. (2020), onde a maioria dos pacientes 

apresentaram febre, tosse, mialgia e dispneia nessa ordem de frequência. No entanto, nenhum 

deles mencionou a cefaleia como um dos sintomas mais comuns. Ainda, é apontado que 

internados na UTI foram mais propensos a relatar dispneia, sendo mais comum em pacientes 

críticos e, o início do sintoma pode ser marcador de um prognóstico negativo (WANG et al., 

2020).  

Quanto as comorbidades apresentadas, a hipertensão arterial foi a mais comum, 

seguida de diabetes e obesidade. O mesmo foi visto por Richardson et al. (2020) e Khourssaji 

et al. (2020) em seus estudos de apresentação clínica de pacientes hospitalizados com a doença. 

Bem como, conforme relatado por Zhou et al. (2020), as doenças de base presentes em pacientes 

com COVID-19 aumentaram os riscos de mortalidade. Além disso, a hipertensão, seguida da 

diabetes e das doenças coronarianas, foram descritas como as doenças de base mais comuns em 

casos fatais de pneumonia pelo SARS-CoV-2 (VARGA et al., 2020; ZHOU et al., 2020).  

Dos 93 pacientes, 60 (64,5%) forma admitidos na UTI devido a necessidades de 

intervenções cirúrgicas ou devido a complicações da COVID-19, dentre estes, um total de 36 

eram do sexo masculino. Além de ter sido observado um tempo médio de internação maior para 

esse gênero. Nesse contexto, vale ressaltar que os homens estão mais propensos a se envolverem 

em maus comportamentos de saúde – como o tabagismo e consumo de álcool – e apresentarem 

taxas mais altas de comorbidades pré-existentes que são associadas a um prognóstico 

desfavorável da COVID-19 (FERRETTI et al., 2022; HAITAO et al., 2020; JAILLON et al., 

2019).  

Para as análises comparativas de acordo com as estratificações dos grupos de risco 

foi observado uma influência significativa da idade em relação ao desfecho, no qual, pacientes 

com idade entre 15 e 44 anos apresentaram um maior índice de alta hospitalar, enquanto, 

aqueles com idade superior ou igual a 65 anos tiverem pior prognóstico. O mesmo foi visto 

entre essa variável e o gênero, onde a doença foi mais frequente em mulheres mais velhas (≥65 

anos) e em homens mais jovens com idade entre 15 a 44 anos. No entanto, em nosso estudo, a 

idade não foi um fator que influenciou a unidade de internação, uma vez que, os pacientes 

admitidos na UTI estavam proporcionalmente distribuídos entre os três grupos etários (p>0,05).  
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Os grupos etários do estudo foram distribuídos de acordo com a descrição de Li et 

al. (2020). Em conformidade com nossos dados, alguns autores apontam a idade avançada como 

um dos fatores de risco para o óbito intra-hospitalar, como também, a associam à morte em 

pacientes com COVID-19. No qual, defeitos dependentes da idade na função das células T e B, 

e o aumento da produção de citocinas, podem levar a uma falha no controle da replicação viral 

e a uma consequente resposta pró-inflamatória exacerbada, levando a um desfecho desfavorável 

(OPAL; GIRARD; ELY, 2005; YANEZ et al., 2020; ZHOU et al., 2020). 

Ainda, em comparação com o número de casos aumentado em mulheres com 65 

anos ou mais, é visto que apesar da idade avançada, as mulheres apresentam uma menor 

mortalidade. Essa disparidade de gênero está associada a impressões genéticas e as alterações 

hormonais presentes em idosos, sendo caracterizados como preditores de desfechos clínicos 

mais graves (FERRETTI et al., 2022; SALONIA et al., 2021). Em contrapartida com a nossa 

equivalência de distribuição de idade entre as unidades de internação, o estudo de Wang et al. 

(2020) descreve um maior número de admissões na UTI associado a pacientes mais velhos em 

comparação com aqueles não admitidos. 

Entre os parâmetros laboratoriais abordados no estudo, as anormalidades 

comumente observadas foram a contagem de leucócitos, níveis de PCR e de DDM elevados. 

Embora alguns estudos apontem a leucopenia com frequência em pacientes com COVID-19 

(GUAN et al., 2020; HUANG et al., 2020), uma análise comparativa realizada com 52 

pacientes internados que apresentaram leucocitose, demonstrou uma maior propensão ao 

desenvolvimento de doença grave, em decorrência a uma elevada resposta inflamatória 

sistêmica, resultando em uma maior probabilidade de internação em UTI e uma alta taxa de 

mortalidade (ZHAO et al., 2020). Corroborando com um de nossos dados, no qual, a presença 

de valores da leucometria maior que 10.000 leucócitos /mm³ estiveram mais associados ao 

óbito.  

Quanto a contagem de plaquetas, a estratificação dos grupos foi realizada conforme 

apresentado por Esmaeel et al. (2022). Ao relacionamos a distribuição dessas células aos tipos 

de internação e gênero, nenhuma estatística significativa foi obtida (p>0,05). Embora a maioria 

dos pacientes em estudo apresentassem contagem de plaquetas dentro da faixa de normalidade 

(150.000-400.000 plaquetas /mm³), foi observado que estes tiveram melhor evolução clínica, 

quando comparado aos com quadros de trombocitopenias e as trombocitoses – com valores 
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<150.000 /mm³ e >400.000 /mm³, respectivamente – correlacionando-se com os números de 

óbitos (p<0,0001).   

Na literatura é descrito que as condições inflamatórias intensas causadas pela 

COVID-19 ocasionam uma interrupção na hemostasia, afetando significativamente os 

parâmetros de coagulação, além desse comprometido ter sido associado a alta taxa de 

complicações trombóticas (ELBADRY et al., 2020; FEI et al., 2020; PANIGADA et al., 2020). 

Um estudo de coorte retrospectivo mostrou que pacientes falecidos com a doença tinham 

maiores alterações na coagulação em relação aos sobreviventes, podendo ser um indicador 

eficiente para predizer o prognóstico desses pacientes e orientar o manejo clínico 

(QUINTANA-DÍAZ et al., 2020).  

Vários estudos apresentam uma menor proporção de trombocitose do que de 

trombocitopenia em pacientes com COVID-19, e geralmente mostram que as manifestações 

mais graves estão associadas a contagens de plaquetas mais baixas (BAZZAN et al., 2020; 

CANZANO et al., 2021; GUAN et al., 2020; YANG et al., 2020). Além disso, apesar de 

pacientes com plaquetas elevadas terem apresentado melhor sobrevida, estes, são mais 

propensos a ter uma duração mais longas dos sintomas da doença e uma frequência significante 

de eventos trombóticos (LUCIJANIC et al., 2021).  

A proteína C reativa é um marcador de inflamação aguda produzido no fígado em 

resposta a citocinas inflamatórias (MARNELL; MOLD; DU CLOS, 2020; MORTENSEN, 

2001). Os níveis dessa proteína acima do valor de referência foram predominantes em nossos 

grupos de estudo e, embora, seja visto na literatura que a elevação da PCR esteja relacionada a 

uma maior mortalidade (SMILOWITZ et al., 2021), nenhuma correlação significativa foi 

observada quando comparada ao desfecho clínico.  

Do mesmo modo, quando correlacionamos os níveis séricos da PCR com o gênero, 

nenhuma influência estatística foi vista. Semelhante ao que foi mostrado por Wang (2020) em 

um estudo retrospectivo, no qual, as suas concentrações não foram afetadas por fatores como 

idade, sexo e condição física. No entanto, no estágio inicial da COVID-19, os níveis de PCR 

formam positivamente relacionados a lesão pulmonar, podendo ser usado como indicador de 

monitoramento da doença. Porém, os seus níveis elevados foram significantemente associados 

ao tipo de internação. Em conformidade com o estudo de Sharifpour et al. (2020), que além da 

associação dos valores da PCR com o aumento das chances de mortalidade, é apontado que a 
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sua taxa de elevação durante os primeiros sete dias de internação pode ser uma ferramenta útil 

para predizer a progressão da doença e a necessidade de transferência para UTI, podendo ser 

um marcador sérico de agravamento em pacientes com COVID-19. Como também, valores de 

PCR consistentemente aumentados, podem ser indicativos de infecções bacterianas na fase 

inicial da COVID-19 (PINK et al., 2021). 

Não houveram correlações significativas quando comparamos os valores de TAP 

baseado no INR com as variáveis de unidade de internação e gênero. Apesar desses mesmos 

valores terem sido significativos quando correlacionados ao desfecho clínico, demonstrando 

uma maior mortalidade em pacientes com INR prologado. Conforme ao que foi relatado em um 

estudo de correlação entre coagulopatia e gravidade da doença, onde níveis significativamente 

mais altos de INR e D-dímero foram observados em pacientes com doenças trombóticas e no 

grupo de óbito, sugerindo que a morte desses pode estar associada à coagulação intravascular 

disseminada (JIN et al., 2020). 

O D-dímero é produto da degradação da fibrina, um pequeno fragmento de proteína 

que é liberado durante o processo de fibrinólise. Seus níveis elevados indicam a existência de 

um estado hiper-coagulável, extremamente útil para a identificação das doenças trombóticas 

(ADAM et al., 2009). Em nosso estudo, a maioria dos pacientes tinham os valores desse 

parâmetro elevados, no qual, níveis superiores a 1.000 ng/mL esteve mais presente em pacientes 

internados na UTI.  

De acordo com o exposto por Huang et al. (2020), os valores de DDM na admissão 

foram mais elevados em pacientes da UTI. Ainda, os níveis desse parâmetro acima de 1.000 

ng/mL foram associados a maiores chances de morte intra-hospitalar. Nesse contexto, os 

mecanismos contribuintes incluem as respostas sistêmicas desproporcional de citocinas que 

promovem a inflamação local, a indução de eventos pró-coagulantes e as alterações 

hemodinâmicas que predispõem a trombose, sendo indicado como um potencial marcador de 

prognóstico precoce de casos graves (LI et al., 2020; ZHOU et al., 2020). Além disso, os níveis 

de D-dímero em nosso estudo, não influenciaram o desfecho clínico e nem esteve ligado ao 

gênero. Contudo, é notado que mesmo não sendo apontando nenhum nível de significância 

relacionada ao desfecho, um maior número de óbitos em pacientes com DDM elevado é 

descrito, onde é fortemente relacionado à um maior risco de morte quando relacionado a idade 

avançada, ao sexo masculino e a presença de doenças de base (HE et al., 2021; ZHOU et al., 
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2020). No entanto, devido ao número relativamente pequeno nesse grupo, uma amostra maior 

é necessária para apoiar essa conclusão.  

Ainda, no presente estudo, demonstramos que os níveis tanto do PTAFR, quanto do 

PF-4 são significativamente hiperexpressos em pacientes hospitalizados com COVID-19, em 

comparação com indivíduos saudáveis. Assim, sustentando a hipótese de que esses genes estão 

associados aos casos mais graves de infecção pelo SARS-CoV-2 e podem servir como 

biomarcadores de estratificação de risco da doença, como também, poderiam viabilizar uma 

nova abordagem terapêutica e o reaproveitamento farmacológico.  

Mesmo diante do restrito número de trabalhos descrevendo a atuação de PAF e do 

seu receptor frente à COVID-19, sua assinatura é observada em diversos processos infecciosos 

e inflamatórios. Níveis elevados de PAF foram relatados em rinites alérgicas (LABRAKIS-

LAZANAS et al., 1988) e urticárias crônicas (ULAMBAYAR et al., 2019). Como também, a 

participação do receptor de PAF (PTAFR) na entrada dos vírus H1N1 (SWORDS et al., 2001) 

e do HIV (KELESIDIS et al., 2016) nas células hospedeiras.  

Recentemente, a expressão diferencial desse gene foi também descrita em casos 

graves de crianças com infecção pelo vírus sincicial respiratório (DAPAT et al., 2021). Como 

também, é visto uma expressão de PTAFR induzida pela infecção por rinovírus (GREILLER et 

al., 2019).  Ainda, PAF e seu receptor são conhecidos por estar envolvido no vírus da dengue, 

onde o bloqueio de PTAFR em modelo animal e a administração de seu antagonista previu 

manifestações mais graves da doença (SOUZA et al., 2009).   

Uma semelhança notável entre a apresentação clínica da COVID-19 e da dengue é 

descrita por Henrina et al. (2020), sugerindo uma via inflamatória em comum nessas doenças. 

Dentro desse contexto e das características plaquetárias e trombóticas presentes nas infecções 

pelo SARS-CoV2, é destacado a CXCL4 (PF-4) como umas das principais citocinas liberadas 

pelas plaquetas ativadas em respostas as infecções. Tratando-se de um evento marcante nas 

infecções virais pelo HIV, hepatite C, H1N1 e dengue (AFDHAL et al., 2008; CHAIPAN et 

al., 2006; GUO et al., 2017; OJHA et al., 2017).  

Ainda, as plaquetas circulantes podem ser ativadas tanto pela ligação direta ao vírus, 

quanto pela resposta inflamatória do hospedeiro, aumentando assim, o risco de trombocitopenia 

(BOUWMAN et al., 2002; ZAPATA; COX; SALVATO, 2014), muito parecido com o 

contexto clínico apresentando pelos pacientes com a COVID-19 (GUAN et al., 2020; YANG 
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et al., 2020). Além disso, a liberação de PF-4 pelos grânulos α das plaquetas contribui com a 

formação do coágulo e a progressão da trombose, neutralizando os efeitos anticoagulantes da 

heparina no endotélio vascular (ESLIN et al., 2004), desempenhando um importante papel no 

desenvolvimento da inflamação tecidual (BRANDT et al., 1989; DEUEL et al., 1981).  

Outros estudos apontam a presença dessa citocina aumentada no plasma de 

pacientes com dengue, bem como, foi associada as infecções pelo H1N1, onde a deleção do 

PF-4 resultou em uma diminuição da depuração viral, diminuindo a inflamação pulmonar em 

murinos (GUO et al., 2017; TRUGILHO et al., 2017). Em conformidade com os achados do 

nosso trabalho, e apoiando a utilidade do PF-4 como indicador de gravidade das infecções 

virais, Ojha et al. (2019), descreveu a relação dessa citocina plaquetária com o aumento da 

propagação do vírus da dengue. No qual, foi observado a presença de concentrações levadas de 

PF-4 sérico, associada a uma replicação significativamente aumentada do vírus em monócitos 

in vitro, bem como, mostraram que partículas virais recém sintetizadas em monócitos em 

incubação eram capazes de infectar células em cultura, indicando ainda a formação de 

complexos PF4-heparina induzindo à trombocitopenia durante a fase inicial da infecção.  

Desse modo, o papel dessa proteína é associado a intensificação da propagação e 

infecção da dengue. Além de ser sugerida a utilização desses mecanismos mediados pelo PF-4 

em outras infecções virais (OJHA et al., 2019). Além disso, o estudo de Eslin et al. (2004), 

realizado em camundongos geneticamente modificados que superexpressam o PF-4 humano, 

mostrou uma forte contribuição desse gene para a evolução da trombose arterial. Entretanto, 

estudos posteriores relacionado o papel de PF-4 e as infecções pelo SARS-CoV-2 são 

necessários para apoiar os dados expostos nesse trabalho.  

Ademais, durante a análise individual, foi observado que o paciente que não 

expressou o gene PF-4 possuía plaquetas diminuídas e pior desfecho clínico. Uma justificativa 

para esse achado é descrita por alguns autores e, é compatível com uma condição genética rara 

ligada a deficiência total ou parcial dos grânulos α das plaquetas, denominada Síndrome das 

Plaquetas Cinzentas (SPC) (NURDEN et al., 2007; RACCUGLIA et al., 1971).  

Em pacientes com a SPC, diferentes autores demonstraram a deficiência de 

proteínas armazenadas pelos grânulos α, incluindo as sintetizadas por megacariócitos, como, a 

PF-4 (GERRARD et al., 1980; LAROCCA et al., 2015; NURDEN et al., 2007; WEISS et al., 

1979).  Outro estudo ainda apontou que megacariócitos isolados de pacientes com a síndrome 
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podem conter esses grânulos, porém, eles não amadurecem durante a diferenciação dessas 

células, desse modo, permanecendo afuncional (NURDEN et al., 2007).  

Além disso, os pacientes com a doença exibem uma heterogeneidade tanto na 

gravidade do sangramento, quanto em sua resposta ao teste de função plaquetária. Sendo, 

geralmente, caracterizada por quadros de trombocitopenia, plaquetas grandes e hipogranulares, 

distúrbio hemorrágico de leve a moderado e coagulograma normal ou alterado (NURDEN et 

al., 2007; RACCUGLIA et al., 1971; WEISS et al., 1979). Todavia, devido a particularidade 

desse paciente e a falta de informações concisas nos dados do prontuário, estudos 

complementares são necessários para a confirmação dessa condição genética.  

Ademais, apesar da expressão gênica diferencial vista nos pacientes em estudo, não 

houve correlação significativa quando comparamos as expressões relativas desses genes com 

os grupos epidemiológicos e clínicos. Além de uma discussão dificultada pela escassez de dados 

na literatura que apoiem essa interação.  

De modo que, os testes estatísticos não significativos não necessariamente 

descartam a diferença entre os pacientes e os grupos comparados no estudo, uma vez que, foi 

um período de colapso no sistema de saúde, especialmente pela falta de leitos. Apesar disso, 

nosso trabalho demonstrou várias características clínicas importantes para a estratificação de 

risco em pacientes com a forma grave da doença. Bem como, a relevância e a relação da 

presença desses marcadores no contexto das infecções e inflamações é constantemente citado 

em várias doenças e comumente associadas a uma condição clínica mais grave, podendo 

também, comporta-se como um importante preditor precoce de gravidade em pacientes com 

COVID-19, além de auxiliar no redirecionamento e reaproveitamento de fármacos com 

potencial inibitório dos sítios de ligação dessas proteínas.  

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/thrombocyte-function
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6 LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

A COVID-19 é comumente leve e autolimitada, mas em uma parcela dos pacientes 

a doença pode ser grave e fatal. Determinar quais pacientes estão mais propensos a doença 

grave ou a mortalidade é essencial para a tomada de decisões clínicas apropriadas. Nesse 

contexto, as plaquetas associadas à variabilidade genética são apontadas como importantes 

marcadores de gravidade e de piora clínica.  

É visto que pacientes com parâmetros plaquetários alterados apresentam quadros 

críticos da doença, com a ocorrência de eventos trombóticos e uma resposta inflamatória 

desregulada. Ainda, mesmo após o desenvolvimento das vacinas é acompanhado o surgimento 

de alguns novos casos e uma taxa de mortalidade considerável na região Nordeste, sugerindo a 

influência de fatores genéticos nessa população.   

Todavia, algumas limitações presentes em nosso trabalho podem justificar os 

contratempos encontrados. Primeiro, alguns pacientes admitidos nos hospitais do estudo foram 

transferidos de outras unidades, consequentemente, alguns históricos médicos não eram 

conhecidos. Além disso, devido ao surto pandêmico, nem todos os prontuários foram 

alimentados detalhadamente. Como também, foi notado que nem todas as comorbidades e 

informações clínicas do momento admissional foram descritas.  

Em segundo lugar, devido à falta de dados, alguns pacientes foram excluídos do 

estudo, limitando assim nosso n amostral. Em terceiro lugar, a falta de padronização das datas 

exatas de realização dos exames laboratoriais pode ter inevitavelmente afetado a nossa avalição, 

de modo que, uma coleta padronizada em uma coorte maior ajudaria a definir melhor a 

apresentação clínica e os fatores de risco.  

Em quarto lugar, alguns pacientes foram hospitalizados por causas adjacentes e 

contraíram a COVID-19 no período de hospitalização, podendo a gravidade da doença estar 

associada a um sistema imune que já estava comprometido, sendo a interpretação de nossos 

achados mais limitada e de difícil avaliação dos fatores de risco do hospedeiro para a gravidade 

da doença e mortalidade. Além disso, nossa população de estudo foi toda hospitalar, 

caracterizando um contexto mais crítico da COVID-19. Em quinto lugar, a maioria dos 

pacientes já estavam em tratamento medicamentoso tanto antes da admissão, como durante, o 

que pode ter afetados os achados laboratoriais.   
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7 CONCLUSÃO 

Em nosso estudo, o gênero masculino, a idade avançada e a dispneia foram 

consideradas fatores de gravidade para a doença. Ainda, demonstramos que a contagem de 

leucócitos e de plaquetas, e os níveis de PCR, INR e D-dímero são parâmetros importantes para 

o monitoramento e prognóstico da doença.  

Além disso, é visto que PTAFR e PF-4 representam um potencial mecanismo 

fisiopatológico para a COVID-19 grave devido as suas atuações nas vias de sinalização 

inflamatórias e trombóticas, contribuindo com as condições de gravidade da doença. Bem 

como, mostramos a hiperexpressão desses genes em pacientes com necessidade de atenção 

médica hospitalar, podendo ser um importante marcador de risco associado a um contexto 

clínico mais grave. No entanto, pesquisas adicionais são necessárias para validar tanto a relação 

de PTAFR, quanto a de PF-4 na COVID-19, bem como a sua predição de gravidade.  

Desse modo, o entendimento do potencial infectante do vírus e das variações 

genéticas associadas aos quadros graves da doença auxiliariam na compreensão da 

tromboinflamação e na determinação de virulência desse patógeno, estratificando os perfis de 

risco e viabilizando o reaproveitamento medicamentoso.  
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