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RESUMO

Introducdo: A pandemia de SARS-CoV-2 causou milhares de mortes em todo o mundo. A
gravidade da doenca esta associada a idade, sexo, comorbidades, e uma resposta inflamatéria
sistémica exacerbada e descontrolada resultante da tempestade de citocinas. As tempestades de
citocinas sdo caracterizadas por uma grande liberacdo desregulada de citocinas que podem ser
desencadeadas por infecc@es virais e moduladas por vérias vias de sinalizagdo. A proteina alvo
da rapamicina em mamiferos (MTOR) € uma serina treonina quinase capaz de modular a
ativacdo celular e a resposta inflamatoria inata das células, que € a primeira linha de defesa
contra os virus. A via mTORC1 mostrou ser afetada pelo SARS-CoV-2 e hiperativa em
pacientes graves de COVID-19, o que sugere que a desregulacdo desta via pode desempenhar
um papel importante no mau progndstico da doenca. Além disso, a genética dos pacientes
poderia contribuir para esse desfecho. Objetivos: Investigar o envolvimento de variantes no
gene MTOR com a gravidade da COVID-19 na populacéo brasileira. Métodos: Individuos com
COVID-19 grave e leve foram recrutados e amostras de sangue periférico e dados
sociodemogréficos foram coletados. Os SNVs rs1057079 e rs2536 do gene MTOR foram
genotipados através de RT-qPCR. Realizamos analise de regressdo logistica e curvas de
sobrevivéncia Kaplan-Meier. Aplicamos um escore de risco genético para estimar a
contribuicdo cumulativa dos alelos de risco. Os niveis de plasma das citocinas TNF e IL-6 foram
medidos atraves de ELISA e analisados. Resultados e Conclusdes: O alelo T de rs1057079 foi
associado ao risco de gravidade e a COVID-19 critica, bem como ao aumento dos niveis
plasmaticos de TNF. Enguanto isso, o0 gendtipo TT de rs2536 foi associado com o 6bito por
COVID-19. Os alelos de risco das variantes mostraram um risco cumulativo quando herdados

juntos e podem ser Uteis para prever um resultado mais grave da COVID-19.

Palavras-chave: mTOR, COVID-19, SARS-CoV-2, gravidade, polimorfismo.



ABSTRACT

Introduction: SARS-CoV-2’s pandemic has caused thousands of deaths worldwide. The
disease’s severity is associated with age, sex, ongoing comorbidities along with exacerbated
and uncontrolled systemic inflammatory response resulting from cytokine storm. Cytokine
storms are characterized by a large dysregulated release of cytokines that can be triggered by
viral infections and modulated by various signaling pathways. The target protein of rapamycin
in mammals (MTOR) is a serine threonine kinase capable of shaping cellular activation and
inflammatory innate response of cells, which is the first line of defense against viruses. The
MTORC1 pathway has been shown to be affected by SARS-CoV-2 and hyperactivated in
COVID-19’s severe patients which suggest that dysregulation of this pathway might play an
important role in poor prognosis of disease. In addition, the genetic background of patients
could possibly contribute to this outcome. Objectives: To investigate the involvement of
variants in the MTOR gene with the severity of COVID-19 in the Brazilian population.
Methods: Individuals with severe and mild COVID-19 were recruited and peripheral blood
samples and sociodemographic data were collected. The SNVs rs1057079 and rs2536 of the
MTOR gene were genotyped by RT-gPCR. We performed logistic regression analysis and
Kaplan-Meier survival curves. We applied a genetic risk score to estimate the cumulative
contribution of risk alleles. Plasma levels of the cytokines TNF and IL-6 were measured by
ELISA and analyzed. Results and Conclusions: The T allele of rs1057079 was associated with
risk of severity and critical COVID-19, as well as increased plasma levels of TNF. Meanwhile,
the TT genotype of rs2536 was associated with death from COVID-19. The variant risk alleles
showed a cumulative risk when inherited together and may be useful in predicting a more severe
outcome of COVID-19.

Keywords: mTOR, COVID-19, SARS-CoV-2, severity, polymorphism.
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1 INTRODUCAO GERAL

A COVID-19, doenca causada pelo SARS-CoV-2, tem como sintomas mais comuns a febre,
tosse e dispneia em casos leves e moderados (SAXENA et al., 2021). Porém, o que leva essa
doenca a ser uma grave ameaca global, além da elevada taxa de transmissdo, é a evolugéo
clinica, em cerca de 15% dos infectados, para uma forma grave que inclui a sindrome
respiratoria aguda grave (SRAG), pneumonia, choque séptico e/ou faléncia maltipla dos 6rgaos,
podendo resultar em o6bitos (CAO, 2020; YE; WANG; MAO, 2020).

Além das associac¢des da gravidade da COVID-19 com idade avangada e comorbidades pré-
existentes, como diabetes, doencas cardiovasculares e obesidade (BLAGOSKLONNY, 2020),
varios estudos detectaram uma ‘tempestade de citocinas’ em pacientes graves, que contribui
para 0 agravamento da doenca, desenvolvimento da SRAG e faléncia multipla dos 6rgaos,
resultando em morte em um curto espaco de tempo (HUANG et al., 2020; LIU et al., 2020;
WANG etal., 2020; YE; WANG; MAO, 2020). A tempestade de citocinas é caracterizada como
uma resposta inflamatoria sistémica exacerbada e descontrolada, na qual ha grande liberacéo
de citocinas em resposta a infec¢des virais (LI et al., 2020).

Uma via de sinalizacdo celular que pode estar envolvida nesse processo € a
Akt/PI3K/mTOR. A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) é uma serina treonina
quinase capaz de regular e modular a ativacdo celular e a resposta inflamatoria de células da
resposta imune inata que é a primeira linha de defesa contra infec¢ées virais (WEICHHART;
HENGSTSCHLAGER; LINKE, 2015; YE; WANG; MAO, 2020). Estudos recentes mostraram
que a via do mTORC1 estd hiperativa e associada ao estado critico da COVID-19
(BLAGOSKLONNY, 2020). E interessante para o virus a ativacdo da via Akt/PI3K/mTOR
pois possibilitaria uma sintese de proteinas sustentada para promover sua replicacdo. Assim,
semelhante a outros virus dependentes da via mTOR, a desregulacéo desta via pode permitir ao
SARS-CoV-2 aumentar sua patogenicidade (APPELBERG et al., 2020). Os mecanismos
envolvidos na predisposi¢do a COVID-19 grave ainda ndo estdo bem elucidados, e, portanto,
mais estudos sdo necessarios para buscar esclarecer os fatores que aumentem o risco a gravidade
da COVID-19, que também pode se manifestar entre individuos jovens e saudaveis
(OVSYANNIKOVA et al., 2020).

Os estudos genéticos podem ser ferramentas importantes para elucidar o porqué de
individuos especificos desenvolverem a forma grave da doenca e outros ndo. Variantes
genéticas presentes nos virus e nos individuos afetados sdo provaveis fatores que podem estar
associados a predisposicao a gravidade (OVSYANNIKOVA et al., 2020). Varios estudos de


https://www.zotero.org/google-docs/?wKps7A
https://www.zotero.org/google-docs/?wKps7A
https://www.zotero.org/google-docs/?CrlHSn
https://www.zotero.org/google-docs/?DYRntm
https://www.zotero.org/google-docs/?bjvlG7
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associacdo gendomica ampla (GWAS) e estudos de genes candidatos investigaram a associagéo
de variacGes genéticas com os fenotipos clinicos da COVID-19. Entre os loci de interesse estao
genes que facilitam a entrada do SARS-CoV-2 nas células epiteliais e genes que modulam as
respostas imunes inatas e adaptativas (BOUTIN et al., 2021; KARCIOGLU BATUR; HEKIM,
2021; PAIRO-CASTINEIRA et al., 2021; YAO et al., 2021). A investigacdo do cenério
genético na viado mTOR na COVID-19 ainda néo foi desvendada até o momento, necessitando

de mais pesquisas que explorem essa relagéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pandemia de SARS-CoV-2

Em 1968 foi proposto por varios virologistas a descoberta de um novo grupo de virus até entdo
ndo identificado: os coronavirus (ALMEIDA; TYRRELL, 1967). Nomeado em razdo da sua
aparéncia exterior semelhante a coroa solar (do latim “corona” que significa coroa ou halo), os
coronavirus foram encontrados predominantemente em reservatorios animais como morcegos,
ratos, galinhas, gatos, camelos e humanos causando infeccGes respiratorias e intestinais brandas
(ALMEIDA; TYRRELL, 1967; PYRC; BERKHOUT; VAN DER HOEK, 2007; SHARMA;
AHMAD FAROUK; LAL, 2021). Por razdo de sua grande variabilidade antigénica, os coronavirus
de resfriado comum costumam reinfectar seus hospedeiros, podendo ser a causa de até 15% dos
resfriados sazonais se considerado apenas HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-HKU1 e HCoV-
NL63 (KATHRYN V. HOLMES, 1999; MEYERHOLZ; PERLMAN, 2021). O surgimento de
endemias de coronavirus ndao é incomum, principalmente pela capacidade de transmissdo
zoondtica adquirida por eles (KATHRYN V. HOLMES, 1999; SHARMA; AHMAD FAROUK;
LAL, 2021). Por causarem infeccdes médias a graves apenas em individuos mais vulneraveis,
foram considerados patdgenos respiratorios relativamente inofensivos, cenério este que mudou a
partir do surto de sindrome respiratoria aguda grave (SARS) em 2002 na provincia de Guangdong
na China, causada pelo coronavirus humano SARS-CoV, que resultou em alta morbidade e
mortalidade dos infectados e aumentou a atencdo das pesquisas aos coronavirus (CUI; LI; SHI,
2019; PYRC; BERKHOUT; VAN DER HOEK, 2007)

Em 2012, ap6s nove anos do fim da epidemia de SARS-CoV, surgiu em Jeddah na Arébia
Saudita um novo coronavirus chamado MERS-CoV (coronavirus da sindrome respiratoria do
Oriente Médio) causando uma nova epidemia. Apesar de ter sido menos transmissivel, foi mais
perigosa, com uma alta taxa de mortalidade de 37% (PYRC; BERKHOUT; VAN DER HOEK,
2007; SHARMA; AHMAD FAROUK; LAL, 2021). Entre as semelhancas com o SARS-CoV
estdo a sindrome respiratoria aguda, desta vez associada com insuficiéncia renal e uma gravidade
relacionada a comorbidades subjacentes (KINDRACHUK et al., 2015). As evidéncias obtidas
através de estudos filogenéticos sugerem a origem destes virus em morcegos, diferindo em seus
possiveis reservatorios intermediarios que oportunizam a transmissdao dos coronavirus aos
humanos (CUI; LI; SHI, 2019). Ao longo dos anos, diversos coronavirus filogeneticamente
relacionados aos SARS-CoV (SARSr-CoVs) foram identificados em morcegos de vérias regides

do planeta, sendo apontado hot spots onde se poderia encontrar uma grande diversidade destes


https://www.zotero.org/google-docs/?HwwIiF
https://www.zotero.org/google-docs/?05wBNH
https://www.zotero.org/google-docs/?05wBNH
https://www.zotero.org/google-docs/?jll1OJ
https://www.zotero.org/google-docs/?6kvjEQ
https://www.zotero.org/google-docs/?6kvjEQ
https://www.zotero.org/google-docs/?pjOYcl
https://www.zotero.org/google-docs/?pjOYcl
https://www.zotero.org/google-docs/?YNvCwa
https://www.zotero.org/google-docs/?YNvCwa
https://www.zotero.org/google-docs/?XTtukD
https://www.zotero.org/google-docs/?lwYCGn
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virus. Um deles, uma caverna em Yunnan, na China, foi descrito por possuir SARSr-CoVs com
uma diversidade genética representante de toda a China, e com todos os elementos genéticos
necessarios para formar o SARS-CoV (CUI; LI; SHI, 2019; GE et al., 2013; HU et al., 2017).

Em dezembro de 2019 foi relatado um surto de pneumonia desconhecida na cidade de Wuhan,
na China, sendo a causa determinada, um novo coronavirus com capacidade de causar uma
sindrome respiratoria aguda grave em humanos, o SARS-CoV-2. Com Varios casos sendo
exportados para outros paises, obitos confirmados e evidéncias de transmissdo entre humanos, a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) declarou Emergéncia de Saude Publica de Importancia
Internacional (ESPII), nomeando a doenca causada pelo SARS-CoV-2 como COVID-19 (WHO,
2022b). A pandemia de SARS-CoV-2 afligiu o0 mundo de forma répida e alarmante. Dados
divulgados através do “COVID-19 Map” (Mapa de COVID-19, em portugués) da Johns Hopkins
University (2022) mostram que até janeiro de 2023 mais de 668 milhdes de casos e 6,7 milhdes de
Obitos foram registrados ao longo de toda a pandemia. No Brasil, o primeiro caso importado da
Itdlia foi registrado em 26 de fevereiro, o primeiro 6bito em 17 de marco e a transmissdo
comunitaria decretada em 20 de marco de 2020 (CAVALCANTE et al., 2020). Desde entdo, ja
foram mais de 36 milhGes de casos confirmados e cerca de 696 milhares de obitos, com maior
incidéncia dos casos no Espirito Santo (32.262 casos/100 mil hab) e a maior taxa de mortalidade
no Rio de Janeiro (440,6 6bitos/100 mil hab.). Na regido Nordeste, o estado da Paraiba apresentou
a maior incidéncia de casos (17.333 casos/100 mil hab.), e o Ceara a maior mortalidade (305,5
Obitos/100 mil habitantes) (BRASIL, 2023).

Para enfrentar a pandemia, diversas vacinas foram desenvolvidas contra o virus, desde vacinas
com virus atenuado até vacinas de RNA mensageiro, com o0 come¢o da imunizacdo no Brasil
ocorrendo em janeiro de 2021 (BRASIL, 2022). As vacinas proveram boa eficacia de protecao
contra a infeccdo por SARS-CoV-2 (cepa de Wuhan) e progressao da doenca, no entanto, com a
emergéncia de novas variantes do virus que conseguem, em diferentes niveis, evadir a imunidade
adquirida por uma pré-exposi¢cdo ou pela imunizagdo, a COVID-19 continua causando vitimas
graves e fatais (BRASIL, 2021; ZHANG et al., 2021b).

Na semana final de 2022, 206.944 mil novos casos e cerca de 1.110 6bitos foram notificados,
19,8% do total de casos ocorreram no Nordeste. Nesta regido, a Paraiba possui a maior incidéncia
acumulada (17.333 casos/100 mil hab.) e a Bahia ocupa a sexta posicao (11.848,50 casos/100 mil
hab.). A Paraiba lidera na incidéncia de novos casos (77.5 casos/100 mil hab.) sendo o maior
namero de novos registros no municipio de Jodo Pessoa (Paraiba) (792 novos casos) € 0 municipio

de Salvador (Bahia) com 1.318 novos casos. A Bahia € 0 3° estado com maior taxa de mortalidade


https://www.zotero.org/google-docs/?sCpPt3
https://www.zotero.org/google-docs/?3kY1Wf
https://www.zotero.org/google-docs/?3kY1Wf
https://www.zotero.org/google-docs/?3OnoMG
https://www.zotero.org/google-docs/?mxOjD6
https://www.zotero.org/google-docs/?NEsiGV
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recente (0,5 6bito/100 mil hab.), sendo Salvador o municipio com maior nimero de novos registros
de Gbitos (16 6bitos). Cerca de 19,3% do total de dbitos no Brasil foram no Nordeste (BRASIL,
2023).

2.2 Coronavirus e a COVID-19

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia de Virus, os Coronavirus pertencem a ordem
Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae. Esta subfamilia foi
dividida em 4 géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus (CORONAVIRIDAE STUDY GROUP OF THE INTERNATIONAL
COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2020; FUNG; LIU, 2019). Gamma- e
Deltacoronavirus possuem um amplo espectro de hospedeiros inclusive aves, enquanto 0s
Alpha- e Betacoronavirus infectam exclusivamente mamiferos, como os humanos (V’KOVSKI
et al.,, 2021). O SARS-CoV-2 é um betacoronavirus envelopado esférico do subgénero
Sarbecovirus, caracterizado por possuir uma fita simples de RNA com polaridade positiva de
aproximadamente 30 kbs, entre os maiores genomas virais de RNA conhecidos (DHAMA et
al., 2020; KAYODE et al., 2021). O seu genoma € revestido por uma estrutura helicoidal
formada por fosfoproteinas de nucleocapsideo (N), e circundado por uma bicamada lipidica que
forma o envelope ao qual contém 3 proteinas estruturais ancoradas: a proteina de espicula (S),
membrana (M) e envelope (E) (HARTENIAN et al., 2020; SIU et al., 2008) (Figura 1).

A proteina M, mais abundante, é responsavel pela forma viral do envelope, agindo como um
organizador central de montagem do virus. A proteina E apresenta multifuncbes desde a
patogénese, a montagem e liberacdo celular das particulas virais (DHAMA et al., 2020). A
proteina S € uma glicoproteina de fusdo homotrimérica de classe | que fica localizada na
superficie do virion conferindo a ele uma aparéncia de coroa, possui 2 subunidades com funcdes
distintas: S1 e S2 (DHAMA et al., 2020; HARTENIAN et al., 2020). A subunidade S1 possui
0 dominio de ligagéo ao receptor (RBD) sendo a sua principal funcdo o ancoramento com o
receptor hospedeiro para entrada do virus na célula, por isso, atua como um fator importante
para o tropismo tecidual, na determinagé&o de hospedeiros e na indugéo da suas respostas imunes
(HARTENIAN et al., 2020; LI, 2016) . A subunidade S2 medeia a fusdo de membranas virais
e celulares sendo necessaria para a entrada do material genético viral na célula (HARTENIAN
et al., 2020) (Figura 1).
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A entrada do SARS-CoV-2 na célula ocorre atraves da ligagdo da proteina S com a peptidase
de superficie celular ECA2 (Enzima conversora de angiotensina Il) expressa em células

epiteliais alveolares pulmonares, enterdcitos do intestino delgado, células endoteliais arteriais
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Figura 1. Estrutura e entrada do SARS-CoV-2 na célula. A) Primeira imagem do coronavirus por microscopia
eletronica de coloragdo negativa. Realizada a partir da inoculag&o de virus em culturas de células epiteliais nasais
e da traqueia de embriGes humanos de 14 a 24 semanas. B) Imagem ilustrativa da estrutura morfoldgica do
SARS-COV-2. C) Esquema ilustrativo do processo de entrada do SARS-CoV-2 na célula. Fonte: a) Imagem
original de ALMEIDA, J. D & TYRRELL, D. A.J (1967); b) Traduzido de DHAMA et al. (2020); c) Traduzido
de HARTENIAN et al. (2020).

e venosas, células musculares lisas arteriais, e varios outros tecidos (HAMMING et al., 2004;
HARTENIAN et al., 2020). A subunidade S1 liga-se ao receptor ECA2, e para que sua atividade
de fusdo seja ativada é necessaria a clivagem proteolitica no sitio S1/S2 por uma protease, no
caso do SARS-CoV-2 em humanos esse papel é realizado pela TMPRSS2 (Protease Serina
Transmembranar 2) (HARTENIAN et al., 2020; HOFFMANN et al., 2020). Essa clivagem leva
a rearranjos conformacionais no dominio S2 encaminhando a um estado de pré-fusdo, apenas
ap6s uma segunda clivagem, desta vez no sitio S2, que a fusdo da membrana viral com a
membrana celular é promovida e a entrada do RNA viral para o citoplasma acontece
(HARTENIAN etal., 2020; HOFFMANN et al., 2020; MILLET; WHITTAKER, 2015) (Figura
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1). Apos a entrada na célula do hospedeiro, 0 SARS-CoV-2 replica-se abundantemente e €
eficientemente transmitido (V’KOVSKI et al., 2021).

Devido ao seu importante papel para o virus, a proteina S é o principal alvo para a producéo
de anticorpos neutralizantes (MISTRY et al., 2022). A regido gendmica que codifica a proteina
S é onde mais ocorrem mutacdes ndo sindnimas, que resultam em uma mudanca de amino&cidos
(CHOl et al., 2020). Essas mutagdes acontecem de forma natural, sendo frequentes em virus de
RNA genémico e podem gerar tanto consequéncias prejudiciais para os proprios virus, sendo
eliminados de circulacdo, ou podem gerar consequéncias benéficas originando variantes virais
com vantagens no que se refere a replicagdo, transmisséo e evasdo imune (KARLSSON,;
KWIATKOWSKI; SABETI, 2014; MISTRY et al., 2022).

Fatores ambientais e os tratamentos farmacoldgicos utilizados podem agir como pressao
seletiva para o aparecimento e continuidade dessas variantes, que ao manifestar viruléncia e
transmissdo distintas do original sdo consideradas como novas “cepas” (LAURING;
HODCROFT, 2021; MASCOLA; GRAHAM; FAUCI, 2021; MISTRY et al., 2022).

As “variantes de preocupagdo” (VOC - em inglés, “variants of concern”) assim nomeadas
pela OMS sao definidas como variantes que representam um risco aumentado para a salde
publica global podendo estar associadas a diminuicdo da eficicia de vacinas, diagnosticos e
terapéuticas disponiveis (WHO, 2022a). As principais VOCs do SARS-CoV-2 sido a “Alpha”
(B.1.1.7), identificada em setembro de 2020 no Reino Unido, a “Beta” (B.1.351) identificada
em maio de 2020 na Africa do Sul, a “Gamma” (P.1) identificada em novembro de 2020 no
Brasil, a “Delta” (B.1.617.2) identificada em outubro de 2020 na India, e mais recentemente a
"Omicron" (B.1.1.529) identificada em novembro de 2021 na Africa do Sul e, desde ent3o,
propagada em varios paises sendo motivo de preocupacao devido a possiveis efeitos de evasao
da imunidade natural e induzida pelas vacinas (BURKI, 2021; MISTRY et al., 2022; ZHANG
et al., 2021b).

A transmissdo do virus ocorre entre humanos por duas rotas: através do contato com
particulas de virus presentes em goticulas de fluido respiratério originados de possiveis tosses
e espirros, e também, através do contato com superficies contaminadas e de matéria fecal
infectada (MURUGAN et al., 2021). O tempo de incubacéo do virus € estimado de 4 a 14 dias
até que se inicie os sintomas (PATRIKAR et al., 2020). Os sintomas da COVID-19 variam de
acordo com o espectro clinico da infec¢do. Cerca de um terco dos infectados sdo assintomaticos,
ou seja, testam positivo (por RT-PCR ou teste de antigeno) mas ndo apresentam sintomas
caracteristicos da COVID-19 (NIH, 2022; ORAN; TOPOL, 2021; SHOAIB et al., 2021).
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Dentre os infectados sintomaticos, a tosse, a falta de apetite, febre, dor de cabeca, mal estar,
dor no corpo, nduseas, dor de garganta, corrimento nasal (rinorreia), diarreia, dor abdominal,
perda do olfato sdo alguns dos sintomas mais comuns para quem desenvolve a forma leve da
doenca (MURUGAN et al., 2021). A forma moderada a grave ocorre em aproximadamente
15% dos infectados sintomaticos, geralmente com sintomas como respiracdo ofegante ou falta
de ar (dispneia), podendo desenvolver pneumonia grave e sindrome respiratéria aguda grave,
cerca de 5% desenvolvem a forma critica, sdo individuos que podem apresentar insuficiéncia

respiratoria, choque séptico e/ou disfungcdo multipla de 6rgaos (CAO, 2020; NIH, 2022).

2.3 Gravidade da COVID-19 e Aspectos Imunoldgicos

Virtualmente, todos os individuos possuem risco de ter uma infec¢do por SARS-CoV-2 e
desenvolver a COVID-19 grave, mas, ao longo da pandemia, foram identificados aspectos que
colaboram para o agravamento da doenga. Entre os fatores demograficos relacionados, sabe-se
que existe uma clara associa¢do entre pessoas com idade mais avancada (> 60 anos), do sexo
masculino, pessoas que vivem em casas de repouso, que precisam de cuidados de longa duracéo
e pessoas com condi¢Ges meédicas cronicas (NIH, 2022; PECKHAM et al., 2020; SHOAIB et
al., 2021; ZHANG et al., 2021a).

As principais comorbidades associadas & gravidade e mortalidade na COVID-19 séo: doenga
cardiovascular, diabetes, doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), céancer, hipertenséo,
doenca renal, doenca hepatica, obesidade, doenca falciforme e outras condicdes
imunocomprometidas. Além disso, receptores de transplantes e gravidas também possuem
maior risco de terem COVID-19 grave (NIH, 2022; SHARMA et al., 2021; SHOAIB et al.,
2021; ZHANG et al., 2021a). Em estudos latino-americanos, a maior proporcao de mortalidade
foi observada em pacientes com doenca renal crénica (81%) e doenca hepética (65%), com
resultados semelhantes na populacéo europeia (THAKUR et al., 2021). Os pacientes criticos
podem apresentar sindrome do desconforto respiratorio agudo, choque séptico e trombose,
esses pacientes necessitam de cuidados intensivos (UTI) e controle clinico apropriado (NIH,
2022). Monitorar diligentemente o curso da doenga mostrou-se imprescindivel para realizar o
manejo clinico adequado ao paciente. Deste modo, alguns marcadores bioquimicos observados
foram reconhecidos como determinantes de gravidade e mortalidade na COVID-19. Entre eles:
niveis elevados de procalcitonina, contagem de células brancas, marcadores de danos no
miocardio, neutréfilos, creatinina no plasma, d-dimero, proteina C reativa, lactato

desidrogenase (LDH), e também a diminui¢do na contagem de linfécitos, plaquetas, albumina,
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entre outros. Muitos pacientes tém seus quadros clinicos agravados, podendo avangar para 0
Obito (IZCOVICH et al., 2020; SHARMA et al., 2021, 2021; SONG et al., 2020).

As respostas inflamatorias imunoldgicas estdo intrinsecamente relacionadas ao desfecho da
doenca pois sdo imprescindiveis para eliminar a infecgdo viral, mas também possuem um papel
no espectro clinico da COVID-19 (SONG et al., 2020). De forma imediata e inespecifica, a
resposta imune inata € a primeira linha de deteccéo, defesa e controle contra os virus. Ao entrar
em contato com as vias aereas do hospedeiro, 0s virus encontram as células epiteliais mucosas
gue medeiam a interacdo entre 0 ambiente externo e o ambiente interno formando uma barreira
fisico-quimica que possui diversos mecanismos de defesa (LINDEN et al., 2008; MISTRY et
al., 2022). Estas células, junto com os leucdcitos, secretam o muco, um fluido viscoso que além
de servir como obstaculo fisico compde-se por variadas moléculas de defesa como mucinas,
defensinas, histatinas e protegrinas que sdo capazes de deter e eliminar patdgenos invasores
(LINDEN et al., 2008; MISTRY et al., 2022). Apesar disso, 0 SARS-CoV-2 € capaz de entrar
nas células epiteliais através de seus receptores, mas uma resposta antiviral é iniciada assim que
ele é detectado. O reconhecimento da invasdo viral ocorre por meio dos receptores de
reconhecimento de padrdes ou RRPs (do inglés Pattern recognition receptors ou PRRs) que
identificam padrGes moleculares associados a patégenos (PAMP, do inglés, Pathogen-
associated molecular pattern) presentes nas particulas virais ou gerados durante a sua
replicacdo, e iniciam diversas cascatas de sinalizacdo gerando uma forte resposta inflamatéria
(MISTRY et al., 2022; WANG et al., 2022; ZHANG; WANG; CHENG, 2022). Essa resposta
envolve a ativacao de fatores de transcricdo em células imunes presentes no local da infeccgéo,
como 0s mondcitos, macréfagos, neutréfilos e células dendriticas, resultando na secrecdo de
citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-1 (IL-
1) e IL-6, os interferons (IFN) e quimiocinas que recrutam células NK (natural Killer),
responsaveis por combater células infectadas com patdgenos intracelulares (MISTRY et al.,
2022; SCHULTZE; ASCHENBRENNER, 2021; ZHANG; WANG; CHENG, 2022).

O funcionamento adequado da resposta imune caracterizada por uma producao e liberagdo
de células e citocinas antivirais no tempo e locais corretos sdo suficientes para o controle do
SARS-CoV-2 (KING; SPRENT, 2021; MISTRY et al., 2022). Porém, 0 SARS-CoV-2 tem se
mostrado eficiente em evadir a resposta imune inata utilizando-se de estratégias que variam de
escape do reconhecimento pelos RRPs, desligamento da expressdo de genes do hospedeiro e
clivagem de fatores essenciais para resposta mediada por IFN (ZHANG; WANG; CHENG,

2022). Ha evidéncias de que exacerbacdo da infeccdo viral e da resposta imune estejam
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relacionados a gravidade da COVID-19 (BLANCO-MELO et al.,, 2020; CAO, 2020;
HARTENIAN et al., 2020; YANG et al., 2021; ZHANG; WANG; CHENG, 2022). Pacientes
com COVID-19 moderada a grave exibem uma resposta imune desbalanceada, com pouca
producdo de IFN e elevada expresséo de gene estimulado por IFN (ISG, do inglés, interferon-
stimulated gene) (YANG et al., 2021). O IFN-I é responsavel por limitar a proliferacdo e
propagagdo do virus e junto com os produtos dos ISGs potencializam a resposta imune inata e
adaptativa para combater os virus (KING; SPRENT, 2021), esse desequilibrio encontrado
resulta em uma falta de controle da replicacao viral no inicio da infeccdo ao mesmo tempo que
promove uma grande resposta inflamatdria (BLANCO-MELO et al., 2020; YANG et al., 2021).

A resposta inflamatoria exacerbada foi observada em individuos com COVID-19 grave
(BLANCO-MELO et al., 2020; CAO, 2020; HADJADJ et al., 2020; RAMASAMY;
SUBBIAN, 2021). Os pacientes exibiram um acumulo de mondcitos-macrofagos e neutrofilos
nos pulmdes que foi associada com uma elevada producdo de citocinas e quimiocinas como IL-
1b, TNF-a, proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1/CCL2), IL-2, receptor solUvel de
interleucina 2 (sIL-2RA), I1L-6, IL-7, IL-17, IL-18, fator estimulador de coldnias de
granulécitos (G-CSF), IP10 (CXCL10), fator estimulador de coldnia de macréfagos (M-CSF),
proteina inflamatéria de macrofago (MIP-1a/CCL3), MCP-3 (CCL7) e citocinas anti-
inflamatérias como IL-10 no plasma (HADJADJ et al., 2020; RAMASAMY; SUBBIAN,
2021). O recrutamento de células do perfil inflamatério realizado por estas moléculas induz a
uma maior produ¢do destas citocinas gerando o que se conhece por ‘tempestade de citocinas’
(HARTENIAN et al., 2020). A tempestade de citocinas pode ser definida como um conjunto
de condicGes que tem como base a producdo excessiva e autoperpetuada de citocinas
conduzindo a uma manifestacdo clinica de hiperinflamacéo, hiperferritinemia e faléncia de
maultiplos 6rgdos (OMBRELLO; SCHULERT, 2021). Na COVID-9 grave, a tempestade de
citocinas possui papel principal na lesdo do tecido pulmonar, na formagdo de tromboembolia e
extravasamento vascular, ao estimulo de fibrose e consequente insuficiéncia respiratdria aguda
(RAMASAMY; SUBBIAN, 2021; V’KOVSKI et al., 2021).

Dentre os fatores predisponentes ao desenvolvimento da tempestade de citocinas, a
capacidade do SARS-CoV-2 de afetar a transcri¢ao das células infectadas para gerar perfis de
expressao de citocinas pro-inflamatorias foi observada (HARTENIAN et al., 2020; V’KOVSKI
et al., 2021). Foi demonstrado que a molécula viral ORF8 do SARS-CoV-2 pode ativar a via
de sinalizacdo do fator de transcricdo NF-kB através de sua ligacdo com o receptor de 1L-17

agravando a secrecdo de moléculas pro-inflamatorias (LIN et al., 2021; ZHANG; WANG;
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CHENG, 2022). Appelberg e colaboradores (2020) mostraram que algumas vias de sinalizagao
como a via do mTORCL esta hiperativa e associada ao estado critico da doenga, varios autores
sugerem um papel importante desta via no contexto da COVID-19 e sua gravidade (BASILE et
al., 2022; FATTAHI et al., 2022; KHEZRI; VARZANDEH; GHASEMNEJAD-BERENJI,
2022; Ll et al., 2021; ZHENG,; LI; L1U, 2020).

2.4 Evidéncias mTOR e SARS-CoV-2

A via de sinalizacao celular PI3BK/AKT/mTOR pode estar envolvida em diversos aspectos
da infeccéo e gravidade da COVID-19. A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR,
em inglés, Mechanistic Target of Rapamycin) é uma serina treonina quinase da familia PIKK
(quinase relacionada com fosfatidilinositol 3-quinase) que foi descoberta através dos efeitos
antiproliferativos e imunossupressores da rapamicina nas celulas de mamiferos
(WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006). Possui funcdes cruciais para as células
incluindo processos anabdlicos, absor¢cdo de nutrientes, crescimento, proliferacéo,
diferenciacéo, sobrevivéncia, motilidade, autofagia, entre varias outras funcdes (BASILE et al.,
2022). A proteina mTOR faz parte de dois complexos funcionalmente distintos: 0o mTORC1 e
MTORC2. Ambos possuem proteinas associadas em comum, porém o0 mTORC1 é composto
por uma proteina regulatéria associada a mTOR (Raptor) e o substrato de AKT rico em prolina
de 40 kDa (PRAS40), é sensivel a rapamicina e regula aspectos temporais do crescimento
celular. Enquanto o mTORC2 é composto por RICTOR (o companheiro insensivel a
rapamicina), as subunidades reguladoras proteina 1 de interacdo com MAPK (mSinl) e proteina
associada a RICTOR 1 ou 2 (Protor 1/2), e atua nos aspectos espaciais do crescimento celular
(BASILE et al., 2022; WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006). O mTOR integra
diversas vias de sinalizacdo que podem se iniciar através de fatores de crescimento, nutrientes,
energia e estresse (WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006).

O papel do mTOR no desenvolvimento e regulacdo das respostas imunes esta caracterizado
em uma de suas vias de sinalizagdo, a via PI3K/AKT/mTOR (Fosfatidilinositol-3-
quinase/Serina-treonina quinase) (THOMSON; TURNQUIST; RAIMONDI, 2009). Essa via
utiliza-se de mecanismos de fosforilagdo para transmisséo da informagdo e comeca com a
ativacdo de PI3K através de fatores de crescimento, citocinas (IFN-1), moléculas co-

estimulatorias e receptores de antigenos. Uma vez ativado, PI3K fosforila PIP2
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(Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) convertendo-o em um mensageiro secundario PIP3
(Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato) o qual recruta para a membrana as moléculas PDK1
(Quinase-1 dependente de fosfoinositideo) e AKT (Figura 2). O AKT é fosforilado e ativado
por PDK1 resultando na fosforilacdo e inativacdo do complexo da esclerose tuberosa (TSC1-
TSC2), sem o complexo ativado, Rheb (Ras homologo enriquecido no cérebro) ligado a GTP
acumula-se e ativa o complexo mTORC1. O mTORC1 fosforila a proteina ribossémica p70 S6
quinase 1 (p70S6K1) e a proteina 1 de ligacdo do fator de iniciacdo da traducdo eucariotica 4E
1 (4E-BP1) (Figura 2), sendo este processo responsavel pela sua capacidade de modulacédo da
traducdo de RNA mensageiros e atuacdo nos processos anabdlicos incluindo a regulagdo
positiva do metabolismo lipidico, glicélise, biogénese de ribossomos, sintese de nucleotideos e
inibicdo da autofagia (BASILE et al., 2022; FARAHANI et al., 2022; WULLSCHLEGER;
LOEWITH; HALL, 2006). Em razdo de suas funcGes, o0 mTOR também demonstrou
capacidade de regular a atividade da infeccdo viral, modulando a produgdo de IFNs, a
habilidade efetora das células NK, producdo de citocinas, apresentacdo de antigenos,
polarizacdo de macrofagos, e a diferenciacdo de células Thl e Th17 durante a infeccdo viral
(FATTAHI et al., 2022; MAIESE, 2020; WEICHHART; HENGSTSCHLAGER; LINKE,
2015).
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Figura 2. Via PI3BK/AKT/mTOR. Fonte: Adaptado de Basile et al. (2022).

Existe um papel dual da via PISBK/AKT/mTOR em rela¢do aos virus, o beneficio ou

maleficio implicado pela ativacdo ou blogueio da via depende especificamente do virus em
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questdo. Alguns virus como o Influenza A podem se beneficiar da inibicdo da via para
promover a sua replicacdo, enquanto a ativacdo da via pode ser maléfica para a replicacdo de
outros (como o virus da hepatite C) (MAIESE, 2020). Estudos da inibicdo da via em infeccdes
virais com 0 MERS-CoV e SARS-CoV-2 sugerem que estes virus se utilizam da ativacdo desta
via para a sua propria replicacdo e beneficio (KINDRACHUK et al., 2015; MULLEN et al.,
2021).

Analises de transcriptbmica e protedmica mostraram uma hiperativacdo da via durante a
infeccdo por SARS-CoV-2 que esta associada ao estado critico da doenca (APPELBERG et al.,
2020; BLAGOSKLONNY, 2020). De outra forma, foi sugerido que a proteina S do SARS-
CoV-2 pode promover a inflamacéo e apoptose atraveés do aumento de ROS e consequente
inibicdo da via e estimulacdo de uma resposta autofagica (L1 et al., 2021). O virus pode modular
a via em varios outros aspectos como no desenvolvimento de células B, na ativacdo de
inflamassomas, na superproducédo de citocinas pro-inflamatérias mediada pelo NF-xB, sendo
uma relagdo importante no desfecho da tempestade de citocinas (FARAHANI et al., 2022).
Durante a infeccdo por SARS-CoV-2, as citocinas IL-6 e TNF interagem com seus receptores
que estimulam um feedback positivo de ativacdo induzindo ao estimulo de diferentes vias de
sinalizacdo relacionadas a genes pro-inflamatorios. A I1L-6 esta relacionada com a diferenciagéo
de mondcitos e macréfagos que facilitam o recrutamento de neutréfilos no pulméo, atuando na
promocdo da hiper inflamacdo e consequente dano tecidual. A expressao elevada de TNF pode
provocar extravasamento vascular, danos pulmonares e insuficiéncia cardiaca durante a
COVID-19 (JIMENEZ; TORRES ARIAS, 2022). Varias pesquisas investigaram a associacio
de variagdes genéticas como SNVs (variantes de nucleotideo Gnico) com os fenétipos clinicos
da COVID-19 até o momento (ADLI et al., 2022; YAMAMOTO et al., 2021; ZEPEDA-
CERVANTES et al., 2022). Sabe-se que a desregulacao da via mTOR esté associada a diversas
patologias como cancer, obesidade, diabetes, defeitos cognitivos e depressdo (FARAHANI et
al., 2022; FISH; PLATANIAS, 2014), e poderia estar sendo afetada pela presenca de

polimorfismos genéticos permitindo 0 aumento da patogenicidade do SARS-CoV-2.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS
3.1 Hipdtese

Ha diferenca entre a gravidade da COVID-19 e a producéo de citocinas pro-inflamatoérias em

individuos infectados por SARS-CoV-2 que possuem diferentes alelos no gene MTOR.

3.2 Objetivo Geral

Investigar a associagédo de variantes no gene MTOR na gravidade da COVID-19.

3.3 Objetivos Especificos

e Descrever a frequéncia de variantes no gene MTOR em uma populacdo miscigenada;

e Avaliar a associacdo de variantes genéticas no gene MTOR com a gravidade, estado
critico e dbito da COVID-19;

e Avaliar o impacto de variantes genéticas no gene MTOR sobre a producéo de citocinas
TNF e IL-6 em pacientes infectados com SARS-CoV-2.
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4 IMPACT OF MTOR GENE VARIANTS ON COVID-19 SEVERITY IN A
BRAZILIAN POPULATION.”

ARTIGO: “Impact of MTOR gene variants on COVID-19 severity in a Brazilian population.”

Artigo a ser submetido a revista EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL
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