UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-Graduagdo em Farmécia (Fisiopatologia e Toxicologia)

Area de Analises Clinicas

AlteracOes sistémicas na assinatura do ciclo
celular de pacientes com COVID-19.

Caroline Aliane de Souza Prado

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo para obtencéo do
Titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Otavio Cabral-Marques

Séo Paulo
2022



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-Graduagdo em Farmécia (Fisiopatologia e Toxicologia)

Area de Analises Clinicas

Alteracdes sistémicas na assinatura do ciclo
celular de pacientes com COVID-19.
Caroline Aliane de Souza Prado

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo para obtencéo do
Titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Otavio Cabral-Marques

Versao Corrigida

Séo Paulo
2022



Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer
meioconvencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que
citada a fonte.

Ficha Catalogréfica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Secédo Técnica de Informéatica do
ICMC/USP e
adaptado para a Divisao de Biblioteca e Documentacao do Conjunto das
Quimicas da USP

Bibliotecaria responsavel pela orientacao de catalogacéo da
publicacao:Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Prado, Caroline Aliane de Souza

P896a Alteracdes sistémicas na assinatura
do ciclo celular de pacientes com
COVID-19 / Caroline Alianede Souza

Prado. - Sdo Paulo, 2022.
81l p.
Dissertacdo (mestrado) - Faculdade

de CiénciasFarmacéuticas da
Universidade de S&do Paulo.

Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicoldégicas - Programa de Pdbs-
Graduacdo em Farmédcia (Fisiopatologiae
Toxicologia) .




Caroline Aliane de Souza Prado
Alteracdes sistémicas na assinatura do ciclo celular

de pacientes com COVID-109.

Comissao Julgadora da

Dissertacdo/Tese para obtencdo do Titulo de Mestre

Prof. Dr. Otavio Cabral Marques
orientador/presidente

1°. examinador

2°. examinador

3°. examinador

4°. examinador

Séo Paulo, de

de 2022.



Dedicatoria

Aos meus avés maternos, Brasilio e Amélia, fonte de todo meu

carater, todo meu amor e toda minha gratid&o.



Agradecimentos

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cadigo de Financiamento 001.

Agradeco a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo e a aos
meus mentores Dr. Otavio Cabral Marques e Dra. Lena-Friederich Schimke, pela oportunidade
de realizar este incrivel trabalho, os quais dedico profunda gratiddo. A Professora e Biomédica
Me. Aline Alencar e a Cientista Biomédica Natalia Moreno, obrigada por tornarem esse sonho

um evento na vida real.

Certa vez deparei-me com um texto declamado pela Jornalista e escritora, Julia
Tolezano da Veiga Faria, apelidada de “Jout Jout”, o qual dizia que depois de tanto estudar
sobre 0 amor ela chegou a conclusdo de que o contrario do amor nao é o 6dio: € o medo.

Relacionou a ideia de que amor é trabalho, € movimento constante, ja 0 medo nos paralisa.

Gratidao as pessoas que me empurraram para frente nesse movimento constante de
construcdo e que possibilitaram colocar o sobrenome de meus avoés, Brasilio de Souza Prado e

Amélia Franco de Souza Prado, feirantes de Salesdpolis, em revistas cientificas.

Agradeco aguela, que tornou possivel a escrita desse texto, minha primeira professora,

minha tia e pedagoga, Paula Cristina de Souza Prado.

Agradeco ao sorriso de Lorena, de Luna, de Yasmin Miwa e de Miguel, que me fizeram
ver com os olhos do coracéo e me esperangaram de ver um futuro melhor. Agradeco, o que para
alguns pode soar estranho, as minhas gatas Mei e Mel, ao meu cdo, Flikes, que se foi, que me

acompanharam na saga mestra sendo fonte do amor mais puro que ja experenciei.

Gratidao a minha mae, Elaine de Souza Prado, que se foi, e a minha irma Laura, que
tanto ensinaram me sobre esse medo que nos paralisa, mas que também me mostraram que nés
sO conseguimos dar e enxergar aquilo que temos dentro de noés. A toda a Familia Prado, em
especial a minha tia Marisa de Almeida Prado, grande psicanalista, que me pregou a palavra
de Freud, ouviu minhas lamarias com paciéncia e me abragou com suas palavras. Aos meus

tios Leandro, Valdir, Ivanildo, Luiz, Vlademir e Roberto, por toda forca e positividade.

Aos meus grandes amigos, Ranieri Salgado, Sarah Napole&o, Isis Trizan, Luiza Ferrer,
Stephany Mattos, Daiane Alcantara, Bruna Miguel, Pamela Rocha, Dennysson da Fonseca,
Igor Filgueiras, Gabriela Baiocchi, Desireé Placa, Kadu e Akemi, que me ajudaram nos

tropecos e diminuiram a saudade de casa.



ContribuicOes de Autores

Contribuicéo dos autores para o artigo oriundo dessa dissertacéo

CASP*, LFS, e OCM co-escreveram o artigo; CASP, LFS, OCM, DLMF, YS, ISF, GCB, DRP,
AHCM, JNU, PPF, RCS, SMSN, GZ, NM, e 1J realizaram as analises bioinforméticas; LFS,
GCM, VLGC, RNR, VR, GZ, RC, GM, NOSC, LMG, NM, FT, HN, HDO, e OCM
contribuiram com insights cientificos; LFS, GM, NOSC, VLGC, 1J, LMG, HDO, e OCM
revisaram e editaram a versdo final do artigo; OCM idealizou e desenhou o estudo; LFS e OCM

supervisionaram o projeto.

*Habilidades adquiridas durante o mestrado (CASP)
e Anadlise de Sequenciamento do Exoma Completo (SOPHiIA DDM v4).
e Curadoria dos dados, analise de expressdo diferencial, heatmaps, networks,
enriquecimento funcional,
e Pacotes aprendidos com a linguagem R: complexheatmap, circularheatmap, EMAPpIot,
clusterProfiler, Boxplots, meltedPCA, TransgenelD, EnhancedVolcano, DSEQ2,
EdgeR, Cemitool, Corrplot, PCA;

e Programas adicionais: Network Analyst, Morpheus, Perseus MaxQuant, Circos.ca.



“Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o0 que ensina”.

Cora Coralina



Resumo

DE SOUZA PRADO, C.A. Alteracdes sistémicas na assinatura do ciclo celular de pacientes
com COVID-19. Dissertagdo (mestrado) Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2022.

Com base nas perturbacdes fosfoprotedmicas de moléculas associadas ao ciclo celular em
células infectadas pelo coronavirus causador da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-
CoV)-2, a hipotese de inibidores do ciclo celular como uma terapia potencial para a doenca de
coronavirus 2019 (COVID-19) foi proposta. No entanto, o cenério das alteragdes do ciclo
celular em COVID-19 permanece inexplorado. Aqui, realizamos uma analise integrativa de
sistemas imunoldgicos de proteoma publicamente disponivel (espectrometria de massa) e dados
de transcriptoma (sequenciamento de RNA em massa e de célula unica [scCRNAseq]), com o
objetivo de caracterizar mudangas globais na assinatura do ciclo celular de pacientes com
COVID-19. Além de modulos de co-expressdo de genes significativos enriquecidos associados
ao ciclo celular, encontramos uma rede interconectada de proteinas diferencialmente expressas
associadas ao ciclo celular (DEPs) e genes (DEGS) integrando dados moleculares de 1.480
individuos (974 pacientes infectados por SARS-CoV-2 e 506 controles [controles saudaveis ou
individuos com outras doencas respiratorias]). Entre esses DEPs e DEGs estao varias ciclinas
(CCNps), ciclo de divisdo celular (CDCs), quinases dependentes de ciclinas (CDKS) e proteinas
de manutencdo de minicromossomos (MCMs). Embora os pacientes com COVID-19
compartilhem parcialmente o padrdo de expressdo de algumas moléculas associadas ao ciclo
celular com outras doencas respiratdrias, eles exibiram uma expressao significativamente maior
de moléculas associadas ao ciclo celular relacionadas a gravidade da doenga. Notavelmente, a
assinatura do ciclo celular predominou nos leucocitos do sangue dos pacientes, mas nao nas
vias aéreas superiores. Os dados de scRNAseq de 229 individuos (159 pacientes com COVID-
19 e 70 controles) revelaram que as alteracdes das assinaturas do ciclo celular predominam nas
células B, T e NK. Esses resultados fornecem uma compreensdo global Unica das alteragdes nas
moléculas associadas ao ciclo celular em pacientes com COVID-19, sugerindo novas vias
putativas para intervencao terapéutica.

Palavras-chave: COVID-19, Ciclo Celular, transcriptoma, proteoma, exoma



Abstract

DE SOUZA PRADO, C.A. Systemic changes in the cell cycle signature of patients with
COVID-19. Dissertation (Master's) Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of S&o
Paulo, S&o Paulo, 2022.

Based on phosphoproteomics perturbations of cell cycle-associated molecules in severe acute
respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV)-2-infected cells, the hypothesis of cell cycle
inhibitors as a potential therapy for Coronavirus disease 2019 (COVID-19) has been proposed.
However, the landscape of cell cycle alterations in COVID-19 remains mostly unexplored.
Here, we performed an integrative systems immunology analysis of publicly available
proteome (mass spectrometry) and transcriptome data (bulk and single-cell RNA sequencing
[scRNAseq]), aiming to characterize global changes in the cell cycle signature of COVID-19
patients. Beyond significant enriched cell cycle-associated gene co-expression modules, we
found an interconnected network of cell cycle-associated differentially expressed proteins
(DEPs) and genes (DEGS) by integrating molecular data of 1,480 individuals (974 SARS-CoV-
2 infected patients and 506 controls [either healthy controls or individuals with other respiratory
illness]). Among these DEPs and DEGs are several cyclins (CCNs), cell division cycle (CDCs),
cyclin-dependent kinases (CDKs), and mini-chromosome maintenance proteins (MCMs).
Although COVID-19 patients partially shared the expression pattern of some cell cycle-
associated molecules with other respiratory illnesses, they exhibited a significantly higher
expression of cell cycle-associated molecules associated with disease severity. Notably, the cell
cycle signature predominated in the patients’ blood leukocytes but not in the upper airways.
The scRNAseq data from 229 individuals (159 COVID-19 patients and 70 controls) revealed
that the alterations of cell cycle signatures predominate in B, T, and NK cells. These results
provide a unique global comprehension of the alterations in cell cycle-associated molecules in
COVID-19 patients, suggesting new putative pathways for therapeutic intervention.

Keywords: COVID-19; Cell Cycle; Transcriptome; Proteome; Exome.
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1. Introdugéo

InfeccBes causadas pelo coronavirus 2 causador da sindrome respiratdria aguda grave
(SARS-CoV-2)(BRODIN, 2021) se espalharam pelo mundo, resultando na pandemia da doenca
de coronavirus 2019 (COVID-19) (CHOI; SMITH, 2021; PARASHER, 2021; POLLARD;
MORRAN; NESTOR-KALINOSKI, 2020; SANYAOLU et al., 2021). Embora mais de 11,8
bilhdes de doses de vacina tenham sido administradas em todo o mundo (24 de maio, painel da
OMS COVID-19), com uma reducdo resultante nas taxas de letalidade (HACISULEYMAN et
al., 2021; KONINGS et al.,, 2021; VICTORA et al.,, 2021), o SARS-CoV-2 continua a
representar um desafio significativo para a satde global. De fato, aproximadamente duas mil
mortes diarias em todo o mundo podem ser atribuidas ao COVID-19 (COVID LIVE -
CORONAVIRUS STATISTICS - WORLDOMETER, [s.d.]). Essa ameaca recorrente a saude
humana continua sendo uma necessidade urgente de entender melhor os mecanismos
imunolégicos do hospedeiro desencadeados pela infec¢do por SARS-CoV-2 e identificar novos
alvos terapéuticos. A dindmica de transmissao da SARS-CoV-2 ocorre por meio de goticulas
respiratorias infectadas com a particula viral, atingindo principalmente a mucosa nasal. Sabe-
se gue as vias aéreas superiores e a orofaringe do hospedeiro possuem a maioria dos receptores-
alvo para o desencadeamento da infeccdo(CEVIK et al., 2020; SUNGNAK et al., 2020).
Coronavirus (CoVs) sdo virus da familia Coronaviridae, envelopes positivos para RNA de fita
simples(BRODIN, 2021), e ttém diferentes hospedeiros, incluindo passaros, gado e humanos. A
transmissdo de pessoa para pessoa ocorre através da passagem de goticulas respiratdrias e
aerossois(CEVIK et al., 2020; CORMAN et al., 2018; SOLA et al., 2015). Ao entrar no corpo,
0s coronavirus precisam promover a ligacdo especifica entre sua proteina de pico (S) e os
receptores de entrada na célula hospedeira: aminopeptidase N humana (APN; HCoV-229E),
enzima conversora de angiotensina-2 (ACE2; HCoV-NL63, SARS-CoV e SARS-CoV-2) e
dipeptidil peptidase 4 (DPP4; MERS-CoV)(HARTENIAN et al., 2020)

Os mecanismos imunes intrinsecos do hospedeiro, que desempenham um papel
fundamental no combate a infeccdo, sdo regulados por genes que podem sofrer alteracdes por
mutacdes mendelianas e sdo altamente varidveis entre os individuos, o que pode ser observado
por diferentes vias de respostas imunes em individuos com infecgdes causadas pelo mesmo
patogeno(CASANOVA et al., 2020).

A gravidade do quadro clinico de infeccbes por SARS-CoV-2 se estende de
assintomatica a fatal, e existem varias formas clinicas de COVID-19, evidenciando que nédo

apenas a captacdo viral e os fatores de viruléncia, mas também a eficiéncia da resposta do
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hospedeiro desencadeada pela infeccdo é de grande importancia(Ll et al., 2022a). Um
importante mecanismo hospedeiro descrito na infeccdo por SARS-CoV-2 é uma intensa
resposta inflamatdria caracterizada pelo aumento da secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias IL-6, IFNy, MCP1 e IP-10 no sangue de pacientes afetados(LIEBERMAN et al.,
2020). A secrecdo dessas citocinas e quimiocinas aciona o recrutamento de células imunes do
sangue para o local da infeccdo, a fim de combater o patdgeno. Na maioria dos individuos, as
células recrutadas eliminam a infeccdo no pulméo, a resposta imune diminui e 0s pacientes se
recuperam. No entanto, em alguns pacientes, ocorre uma resposta imune disfuncional, que
desencadeia uma série de citocinas que medeiam a inflamac&o pulmonar generalizada(ZHANG
et al., 2020). Neste contexto, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 exibe uma diferenca altamente
interindividual no resultado da doenca. A forma grave de COVID-19 estd associada a
desregulacdo imunoldgica caracterizada por baixa expressdo de HLA-DR mediada por IL-6 e
linfopenia, associada a producgdo sustentada de citocinas e hiperinflamacdo(GIAMARELLOS-
BOURBOULIS et al., 2020). Diversos estudos clinicos demonstram altas concentragdes
plasmaticas de citocinas pro-inflamatdrias em pacientes graves infectados por SARS-CoV,
sendo sugerido que a gravidade da doenca esteja associada a uma resposta inflamatoria
sistémica. Tém sido observados em varios casos uma producao desregulada de células, com a
ocorréncia de linfopenia e neutrofilia em pacientes graves, e uma liberagdo de citocinas
descontrolada, denominada “cytokine storm syndrome (CSS)” (GIAMARELLOS-
BOURBOULIS et al., 2020; STRABELLI; UIP, 2020; YANG et al., 2020)”.

Diferentes estudos mostraram que a idade, doencas cronicas, infecces secundarias e altos
marcadores inflamatorios sanguineos como troponina C, mioglobina, proteina C reativa e 1L-6
sdo indicadores de complicacBes por COVID-19 (STRABELLI; UIP, 2020). Além disso, a
gravidade da doenca esta associada a comorbidades como diabetes, doencas pulmonares
crbnicas, doencas renais, hipertensdo ou doencas cardiovasculares. Essas condicdes preexistentes
podem prejudicar a resposta imune ou amplificar respostas pré-inflamatérias que afetam a
evolucéo benigna do quadro de pacientes com COVID-19, culminando em resultados graves e
fatais(CHIAPPETTA et al., 2020).

Esse estado pro-inflamatdrio crénico poderia levar a reducdo de fungdes imunes celulares
em macrofagos e em linfécitos(YANG et al., 2020), denominado exaustdo celular. Assim,
tornando os individuos afetados por um estado de maior susceptibilidade a infecgdes como por
SARS-CoV-2 e, consequentemente, mais vulneraveis ao desenvolvimento de manifestacdes mais
graves da infeccdo(DOOLEY; CHAISSON, 2009; LI et al., 2022b). Contudo, a cronologia dos
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eventos imunoldgicos associados ao desenvolvimento de um fendtipo da COVID-19 leve ou
grave é complexo e vai desde a ocorréncia de linfopenia até a infiltracdo exacerbada de células
do sistema imune inata e adaptativas, oriundas da circulagcdo sanguinea para os pulmdes(TAY et
al., 2020).

No entanto, ha alguns individuos previamente saudaveis que desenvolvem a forma
grave da Covid-19 associada & desregulacdo imunoldgica, sugerindo que varia¢fes genético
moleculares nesses individuos podem estar subjacentes a susceptibilidade a infeccéo grave
por SARS-CoV2.

1.1. O ciclo celular

Pacientes com COVID-19 grave tém respostas imunes inatas e adaptativas
sistemicamente alteradas, caracterizadas por hiperativacdo de células mieloides e linfoides
(ASANO et al., 2021; KOUTSAKOS et al., 2021; VAN DER MADE et al., 2020; WEBB et
al., 2020; ZHANG et al., 2020) e a presenca de altos niveis de autoanticorpos circulantes
(CABRAL-MARQUES et al., 2022; WANG et al., 2021a). Além disso, a composicao alterada
das populacdes de granulocitos (neutrofilia e uma diminuicdo acentuada de eosindfilos e
basofilos), surgimento de neutréfilos imaturos no sangue periférico(LOURDA et al., 2021),
assim como a linfopenia (células T CD4+, células T CD8+, células B e células natural killer)
estdo todas ligadas a doengas mais graves. Essas observagOes sugerem alteragdes nos
mecanismos moleculares que orquestram a producao e proliferacdo celular, incluindo eventos

associados ao ciclo celular que permanecem pouco caracterizados.

O ciclo celular é um processo altamente orquestrado que consiste na duplicacdo de uma
célula gerando duas células filhas com o mesmo material genético, e é necessario que o
organismo mantenha estruturas e componentes celulares integros, como as fibras do fuso, por
exemplo, que organizam 0s cromossomos e 0s movem durante a mitose, Figura 1 (BAGGA,;
BOUCHARD, 2014; STALLER; BARCLAY, 2021). Para dividir — se, sdo necessarias etapas
muito bem definidas e que constituem o ciclo no organismo eucariotico ele é dividido em fases
ou estégios: fase gap 1 (G1), fase de sintese (S), fase gap 2 (G2) e fase mitética (M)(D’AVINO,;
GIANSANTI; PETRONCZKI, 2015).
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Figura 1. Componentes celulares envolvidos na divisdo eucariotica.

Cinetocoros

Microtibulos, e fibras
do fuso mitdtico

Regido dos
centromeros Cromatina

descondensada

L1

Cromatides

Irmas

Fonte: Elaboracdo prépria, criado com BioRender.com.

1.1.2. Interfase

A interfase pode ser interpretada como uma preparacdo celular para a divisao, e é
composta por intervalos sendo G1, S e G2. Esta fase € intensa e composta por intervalos
cruciais, onde as transicdes sdo marcadas pela ativacdo e inativacdo de moléculas, que
funcionam como pontos de verificacgdo (HODGE; RIDLEY, 2016). Essas moléculas sdo
quinases dependentes de ciclina-E, ciclina-A e ciclina-B e do ciclo ficam ativas em momentos
diferentes celular(ZHANG; LEES, 2001). Segundo PINES (1999), a ciclina E-Cdk2 parece ter
um papel na promocao da fase S, ciclina A-Cdk2 na fase S e na fase G2-a-M, e ciclina B-Cdk1
durante a mitose. No fim da fase G2, a ciclina B1-Cdk1 é ativada pela fosfatase Cdc25. Por
etapas, em G1, a célula cresce e torna-se fisicamente maior, copia organelas, e fabrica 0s
componentes moleculares que precisara nas etapas posteriores (BANERJEE et al., 2011;
YUAN etal., 2005). Em S, a célula produz uma cépia completa do DNA em seu nucleo, duplica
estruturas associadas aos microttbulos, que sdo 0s centrossomos, que ajudam a separar o DNA
durante a fase M(BANERJEE et al., 2011; MATELLAN; MONJE-CASAS, 2020). Precedendo
a mitose, a fase G2 € o momento em que a célula cresce mais, produz proteinas e organelas, e
comeca a se reorganizar para a mitose(BANERJEE et al., 2011; MEIJER, 2000;
NASCIMENTO; PARKHOUSE, 2007).

1.1.3. Fase Mitotica
A fase mitética (M), marca o0 momento em que a célula divide seu material genético, o

DNA é duplicado e o citoplasma para formar duas novas células, esses processos distintos
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relacionados a divisdo sdo nomeados: mitose e citocinese(DOVE et al., 2006; L1U et al., 2017).
Nessa etapa, 0 DNA que esté contido no nucleo celular se condensa em cromossomos visiveis
e é separado pelo fuso mitético, que € um componente especializado e formado por
microtibulos. Na fase M, mitose, quatro etapas acontecem: profase, metafase, anafase, e
telo6fase(HODGE; RIDLEY, 2016; MELLOY, 2020; ZHANG; LEES, 2001). E preciso notar
que as células com capacidade mitotica levam tempos diferentes para completar o ciclo celular,
entre 9-24 horas para se dividir, e é decorrente do microambiente celular (ZHANG; ZHENG,
2020).

1.1.4. Préfase

No inicio da préfase, a célula comeca a remodelar algumas estruturas, preparando o
ambiente para a divisdo dos cromossomos. Assim, ocorrem 0S seguintes processos:
condensacdo do cromossomo, para facilitar a separacédo, formacao do fuso mitético, que é uma
estrutura feita de microttbulos, as fibras fortes sdo parte do "esqueleto” da célula e sua funcéo
€ organizar os cromossomos e moveé-los durante a mitose, o fuso cresce entre 0s centrossomos
a medida que eles se separam(SAMEJIMA et al., 2022; SCHEFFLER et al., 2022). O nucléolo,
uma parte do nucleo onde sdo formados os ribossomos, desaparece. Ja no final da préfase, o
fuso mitdtico comeca a capturar e organizar 0S Cromossomos em etapas: 0S Cromossomos
concluem a condensacdo e ficam compactos, hd o rompimento do envoltério nuclear e isto
libera os cromossomos, o fuso mitético cresce mais, e alguns microtibulos comecam a
"capturar” os cromossomos(DOVE et al., 2006; MAIATO, 2021).

1.1.5. Metafase

Neste momento todos os cromossomos estdo alinhados na placa metafasica, que € um
termo utilizado para o plano em que os cromossomos estdo alinhados. Os cinetdcoros, sendo dois
de cada cromossomo, se ligam aos microtibulos de polos opostos do fuso (BARISIC;
RAJENDRAPRASAD; STEBLYANKO, 2021; ORIOLA; JULICHER; BRUGUES, 2020).
Precedendo a anafase, na metéafase a célula vai verificar se todos os cromossomos estdo na placa
metafasica com seus cinetocoros corretamente ligados aos microtabulos. Essa é uma etapa de
checagem do fuso e ajuda a garantir que as cromatides irmas se dividam uniformemente entre as
duas células-filhas quando se separarem na proxima etapa. A célula interrompe a divisdo caso
um cromossomo ndo esteja adequadamente alinhado ou ligado, e o problema seja resolvido
(BARNUM; O’CONNELL, 2014).
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1.1.6. Anéfase

O momento em que as cromatides irmas se separam uma da outra e sdo empurradas em
direcdo as extremidades opostas da célula, € denominado de anafase. As coesinas, sdo as
proteinas "cola™ que mantém as cromatides irmas unidas sdo quebradas, permitindo que elas se
separem, cada par de cromossomos sdo puxados em direcéo aos polos opostos da célula (PINES,
1999; VUKUSIC; BUPA; TOLIC, 2019). A célula se torna fisicamente mais longa, devido aos

microtUbulos ndo ligados aos cromossomos se alongam e se empurram mutuamente.
1.1.7. Telofase

Quando a célula esta quase completamente dividida, marca o inicio da teléfase, e comeca
a reestabelecer sua conformacdo normal a medida que a citocinese se inicia(MOURA; CONDE,
2019). Na teldfase os processos envolvem a divisdo do fuso mitotico, sdo formados dois novos
nucleos sendo um para cada conjunto de cromossomos, ha o reaparecimento nucleares e dos

nucléolos e a desncondensacdo dos cromossomos (LOUGH et al., 2019).
1.1.8. Citocinese

Por fim, na citocinese, o citoplasma da célula é dividido em dois, formando duas novas
células, esse processo comega assim que a mitose termina, com certa sobreposicao, (Figura 2)
(DOVE et al., 2006).
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Figura 2 Cronologia dos eventos que envolvem o ciclo celular, da interfase a citocinese.
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Fonte: Elaboragdo propria, 2022. Criado com BioRender.com.

Assim, os virus utilizam diversas estratégias e alvos moleculares para criar condigdes
favoraveis a replicacdo (FAN; SANYAL; BRUZZONE, 2018; YODER et al., 2017)
interferindo nos processos do ciclo da célula hospedeira (NASCIMENTO; PARKHOUSE,
2007; SU et al., 2020). Virus como influenza, herpes e coronavirus (SARS-CoV-2 e coronavirus
murino/virus da hepatite do camundongo) interferem em diferentes pontos de verificacdo do
ciclo celular. Esses virus promovem ou impedem a progressdo do ciclo celular interrompendo
a sintese de proteinas (transicdo G0/G1), a duplicacdo do DNA (fase G1/S) ou a divisao celular

(fase G2/M)(COLEMAN; MARSHALL; OLSON, 2004; LI et al., 2011; PALMISANO et al.,
2017).
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1.2. Mecanismos de evasao viral

Os virus se comportam como parasitas intracelulares que dependem dos recursos da
célula hospedeira para replicacdo, e 0 acesso a esses recursos pode ser limitado a uma fase
particular do ciclo celular(NASCIMENTO; COSTA; PARKHOUSE, 2012; NASCIMENTO;
PARKHOUSE, 2007). Sabe — se que o desencadeamento de uma infecgdo depende da genética
do hospedeiro e apresenta sintomas e morbidades variados, nos casos mais graves leva a
destruicdo de varios tecidos. Patdgenos de alto interesse clinico exploram vias e processos
celulares modulando a maneira como a célula responde a estimulos externos e internos, criando
um ambiente favoravel para sua propagacdo(LOWREY; CRAMBLET; BENTZ, 2017;
SURYAWANSHI et al., 2021). Estudos anteriores com modelos celulares de celulas A549,
HEK293T e células Vero (BOUHADDOU et al., 2020; CHEN et al., 2004; NASCIMENTO;
PARKHOUSE, 2007; SURJIT et al., 2006; YUAN et al., 2005, 2006), disponiveis na Tabela 1,
demonstraram diferentes subversdes de outros tipos virais, como por exemplo a subversdo do
virus do papiloma humano (HPV), o virus da dengue (DENV), o virus da febre amarela (YFV),
0 virus Ebola (EBOV) e o virus aviario da bronquite infecciosa causada por coronavirus
(IBV)(CIGNO et al., [s.d.]; DOVE et al., 2006; FAN; SANYAL; BRUZZONE, 2018, 2018;
SANYAL, 2020). Dentre os tipos de subversédo em geral, os estudos com tipos virais apontam
para subversdo da parada do ciclo celular em linfocitos T ou B, onde ha inibicdo da expanséo
clonal, hd também subversdo, para virus carcinogénicos, que antagonizam os checkpoints do
ciclo celular para transformacdo do ambiente (STALLER; BARCLAY, 2021).

Desde 2008, com a revolucdo na genémica gracas a técnicas como Next Generation
Sequencing (NGS) e RNA sequencing, os estudos de transcriptoma abriram uma discussao sobre
0 virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), e outros virus, incluindo virus de carater
oncogénico, sobre a possivel manipulacdo do ciclo celular do hospedeiro(V’KOVSKI et al.,
2021; YODER et al., 2017).
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Tabela 1: fases do ciclo celular que sofreram interferéncias por outros tipos virais de acordo

com outros estudos

Tipo Viral

Nome do Viros Abreviagio Familia Fase afetada Referéncia
1% RNA/DNA
COSENZA-MNASHAT etal., 2007.; LIANG
. , Gl/Sand  etal, 2005,; Davy&Doorbar,
H I defic SR 1 HIV-1 BENA Retrovirid, . - !
uman fmmunodeficiency Virus type elrovindas G2M 2007.;GROSCHEL AND BUSHMAN,
2005; Brasey et al., 2003;
Human T-cell leukemia virus type [ HTLV-1 RNA Retroviridae Gl/s YODER etal, 2017,
Influenza A subtype HINI HIN1 ENA Orthomyxoviridas Go/GL FAN etal., 2017.
Epstein—Barr virus EBV DNA Herpesviridae GOMGL IZUMIYA etal., 2003,

BANERIEE et al., 1993 _; Reinson et al.
Human papillomavirus HPV DNA Papillomaviridas G2 2015.; Busch et al., 2017.; Brenna &
Syrjinen, 2003.

Dengue virus type 1 DENV-1
Dieng i 2 DENV-2 . .
gue virus type RNA Flaviviridae GiM SONG etal, 2013.; AbuBakar et al. 2014,
Dengue virus type 3 DENV-3
Dengue virus type 4 DENY-4
Simian 40 SV40 DMNA Palyamaviridae Gl/s LEHMAM et al., 2000.
Herpes Human Virus Type 6 HHV-6 DNA Herpesviridae G2 Lletal, 2011,
Infectious bronchitis virus IBV BENA Coronaviridae G2 DOVE et al., 2006.
. . BRESNAHAN et al, 1996.; DITTMER &
o 7 pra) i *
Cytomegalovirus CMV DMNA Herpesviridae Gl1/S MOCARSKL 1997,
Middle East respiratory syndrome coronavirus MERS-CoV RNA Coronaviridae NA NA
Severe acute respiratory syndrome . - - - YUAN et al., 2005.; SURNT et al., 2006,
COTONAVIrIS SARS-CoV ENA Coronaviridae G1s YUAN et al, 2006; YUAN et al., 2007.
Sev cut irato d - . .
£06 Rate repimiary syndrome SARS-CoV-2  RNA Coronaviridae G2/8  BOUHADDOU et al., 2020,
coronavirus 2
Rotavirus :AY RNA Reoviridae G5 GLUCK et al., 2017.
Ebala EBOV EMA Filaviridae Gl/s Kotaetal., 2012,
Hepatitis B virus HBV DNA Hepadnaviridae G2 Xia etal, 2018,
Hepatitis C virus HCV BENA Flaviviridae G2 Kannan etal., 2011.
Measles virus MV ENA Paramyxaviridas Go/GL NAMICHE et al., 2020,
Enterovirus 71 EV71 BENA Picornaviridae 5 phase YU etal, 2015,
Herpes Simplex Virus HSV DA Herpesviridae Go/GL FLEMINGTON, 2001,
Zika virus LIEW EMA Flaviviridae G2 LIU etal, 2018,

2. HIPOTESE

Nossa hipotese é que a infeccdo por SARS-CoV-2 induz alteraces sistémicas nas
moléculas associadas ao ciclo celular em pacientes com COVID-19 que se associam a

gravidade da doenca.

3. JUSTIFICATIVA

Embora mais de 12.308.330.588 doses de vacina tenham sido administradas no mundo,
mais de 800 mil casos por COVID-19 séo notificados a cada 24 horas, desses 33 mil s6 no Brasil.
Além disso, a Organizagdo Mundial da Saude prevé a PHSM (Saude Pudblica e Medidas
Sociais)(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022) que sao protocolos desenvolvidos pelo

orgdo que regulamentam medidas tomadas por paises, territorios e areas que impdem, de forma
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individual, essas regras ou diretrizes de acordo com o nimero de casos da regido para limitar a
propagagdo do coronavirus. Somado a isso, a fisiopatologia de COVID-19 permanece pouco
esclarecida impedindo o desenvolvimento de alvos terapéuticos, além dos impactos,

recentemente mensuraveis, como as sequelas pés-aguda do COVID-19 (PASC)(SU et al., 2022).

Nesse contexto, um grande esfor¢o global tem sido empregado para desenvolver técnicas
e estudos para que se ampliem aspectos associados a COVID-19(ANDREAKAOS et al., 2021;
BOUHADDOU et al., 2020) e medidas mais efetivas possam ser tomadas, evitando a
propagacao, o impacto ambiental, social e humano(GIBBONS et al., 2022; PIZARRO-ORTEGA
et al., 2022). Nos Ultimos anos, as ferramentas de sequenciamento(CABRAL-MARQUES et al.,
2022; UNTERMAN et al., 2022) apontaram grandes avangos sendo uma estratégia valiosa para
estudar a heterogeneidade celular em muitos campos, como por exemplo o da virologia e a sua
interacdo com o hospedeiro humano. Constituindo - se uma avaliacdo atraves das analises
bioinformaticas, as ciéncias “6micas”(FREIRE et al., 2021; SCHIMKE et al., 2022) possibilitam
analisar variacfes em genes, proteinas e metabolitos, a fim de fornecer um perfil do organismo
de forma ampla e capaz de predizer, alteraces em componentes celulares, moleculares, vias e
processos bioldgicos. Os ensaios in silico produzem uma resposta biologica dada pelo organismo,
sendo uma forma de verificar como se da a progressao, ou quais 0s eventos que a conferem
(LOPEZ-CORTES et al., 2021; RATO et al., 2017).

Tendo como ponto o fato das vias de sinalizacdo se conectarem a genes alvos, nas fases
do ciclo celular (BERTOLI; SKOTHEIM; DE BRUIN, 2013; DALTON, 2015) e desenvolverem
a ativacdo de programas de transcricdo que direcionardo o destino da célula, os estudos se voltam
ndo sO para genética do hospedeiro, mas também para a maquinaria adquirida pelos
coronavirus(BAGGA; BOUCHARD, 2014).

Os coronavirus possuem uma caracteristica comum em suas infec¢des que consiste em
manipular o ciclo celular do hospedeiro para replicacdo viral(SU et al., 2021). Os estudos
recentes, envolvendo o ciclo celular humano, basearam — se na hip6tese de inibidores do ciclo
celular como terapia potencial para a doenga de Coronavirus 2019 (COVID-19), e em paralelo
outros estudos consideraram a genética do hospedeiro(ANDREAKOS et al., 2021; BARNUM;
O’CONNELL, 2014; MATELLAN; MONJE-CASAS, 2020) como um fator crucial para o
desenvolvimento da COVID-19 grave. O mecanismo de manipulagdo de SARS-CoV-2, em
relacdo aos disturbios do ciclo celular no hospedeiro humano, ou em que estagio ele estaria
intervindo, ndo é amplamente conhecido e continua a ser explorado(CORMAN et al., 2018;

SANYAL, 2020). Dessa forma, buscamos entender como alteragdes moleculares associadas ao
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ciclo celular do hospedeiro durante a resposta ao SARS-CoV-2 estd associada ao
desenvolvimento da gravidade da COVID-19.

4. Obijetivos
Objetivo Geral

Realizar uma anélise integrativa de dados 6micos (transcriptdmicos, protebmicos e
gendmicos) de pacientes com COVID-19 para compreendermos as redes moleculares associadas

ao ciclo celular envolvidas na resposta imune do SARS-CoV-2.

Objetivos especificos

Integrar dados émicos de RNAseq de repositorios publicos a fim de identificar padrdes e
caracteristicas genético-moleculares que indiquem especificidade para COVID-19 em

comparacao a outras doencas, controles saudaveis e controles negativos.

5. Materiais e Métodos

5.1. Curadoria de dados transcriptémicos e analise de expressédo génica diferencial

Pesquisamos no repositdrio publico de dados gendmicos Gene Expression Omnibus
(GEO; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)(CLOUGH; BARRETT, 2016) para dados de
transcriptoma humano de pacientes com COVID-19, publicados entre dezembro de 2019 e
janeiro de 2021. A selecdo do estudo foi realizada conforme descrevemos recentemente
(SCHIMKE et al., 2022) seguindo as diretrizes de meta-analise para obter analises integrativas
(SANCHIS et al., 2021; ZHOU et al., 2019). Esta pesquisa resultou em um total de cinco
conjuntos de dados, incluindo dois transcriptomas derivados de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) (GSE152418 e GSE161731)(ARUNACHALAM et al., 2020; MCCLAIN et
al., 2021), um de leucécitos de sangue periférico total (PBL) (GSE157103)(OVERMYER et al.,
2021), e dois de swabs nasofaringeos (GSE152075 e GSE156063)(LIEBERMAN et al., 2020;
MICK et al., 2020). No total, dados de transcriptoma de 717 amostras COVID-19 e 359 amostras
ndo COVID-19 (incluindo controles saudaveis e pacientes com outras doencas infecciosas)
foram incluidos em nossa analise (Figura 3, primeiro quadrante). As contagens de leitura foram
transformadas em contagens log2 por milhdo (CPM), e os genes expressos diferencialmente
(DEGS) entre os grupos foram identificados usando o pipeline DESeg2(LOVE et al., 2015)
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através do NetworkAnalyst 3.0(ZHOU et al., 2019) plataforma de bioinformética. Os DEGs de
cada conjunto de dados foram determinados aplicando os pontos de corte estatisticos de log2
fold-change >1 (regulado para cima), log2 fold change <-1 (downregulated) e valor de p ajustado
< 0,05. DEGs compartilhados em diferentes conjuntos de dados foram exibidos usando as
ferramentas on-line Upset plot e Circos ca (KHAN; MATHELIER, 2017; KRZYWINSKI et al.,
2009).

5.2. Coleta e analise de dados protedmicos

Dados protedmicos de amostras de plasma, soro e swab de pacientes com COVID-19 e
ndo COVID-19 foram selecionados de estudos relatados anteriormente (OVERMYER et al.,
2021; VANDERBOOM et al., 2021; ZHANG et al., 2020). Esses dados estdo disponiveis em
Proteome X change (http://www.proteomexchange.org/) (VIZCAINO et al., 2014)
(PXD020601, PXD022889) ou iProX - recurso de proteoma integrado (IPX0002285000) ou
dos dados suplementares de Akgun et al.(AKGUN et al., 2020). Nossa anélise de proteoma
incluiu um total de 191 amostras COVID-19 e 71 amostras ndo COVID-19 (AKGUN et al.,
2020; D’ALESSANDRO et al., 2020; LI et al., 2021; OVERMYER et al.,, 2021;
VANDERBOOM et al., 2021) (Figura 3, segundo quadrante). Os valores de abundancia de
proteina bruta foram quantificados, normalizados e log2 transformados. As diferencas na
expressdo de proteinas entre pacientes com COVID-19 e ndo COVID-19 foram calculadas
usando o Método de Fisher (HUO et al., 2020) usando a plataforma computacional Perseus
para andlise abrangente de dados de protedmica(TYANOVA et al., 2016). Consideramos um
ponto de corte de valor de p < 0,05 e log2 fold-change >0,5 e <-0,5 para proteinas

diferencialmente expressas.

5.3.  Analise de Célula unica (RNASeq)

Os conjuntos de dados de célula tnica COVID-19 foram baixados do banco de dados
GEO (GSE149689(LEE et al., 2020), GSE174072(WILK et al., 2021), GSE171555(YU et al.,
2021), GSE163668(COMBES et al., 2021), GSE169346(SAICHI et al., 2021),
GSE161918(LIU et al., 2021b)) e Broad institute (SCP1289(ZIEGLER et al., 2021)), e
analisados separadamente usando o pacote Seurat (v.4.0.4)(HAO et al., 2021) em software R
(v4.1.1). No total, esses estudos contém 159 pacientes com COVID-19 e 70 controles (Figura

3, terceiro quadrante). Células com mais de 200 genes expressos foram selecionadas para
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andlises adicionais. As caracteristicas expressas em menos de trés células foram removidas na
andlise. As células com <15% de UMIs derivadas do genoma mitocondrial foram removidas.
Apobs a filtragem de qualidade, as matrizes de expressao génica foram processadas através do
pipeline de processamento padrdo da Seurat(HAO et al., 2021). O ponto de corte para DEGs
significativos correspondia a um valor de p ajustado <0,05

5.4.  Aassociacdo de meta-DEGs associados ao ciclo celular com a gravidade da doenca

Usamos o ImpulseDE2, um modelo de variacdo intraindividual de DEGs ao longo do
tempo (SANDER; SCHULTZE; YOSEF, 2017) como descrito anteriormente (BERNARDES
et al., 2020b) para caracterizar DEGs associados ao ciclo celular expressos significativamente
ao longo da trajetdria da doenga COVID-19 usando dados de RNAseq em massa da coorte 1 do
conjunto de dados GSE161777(BERNARDES et al., 2020b) (Figura 3; quarto quadrante).
Realizamos a PCA (LEVER; KRZYWINSKI; ALTMAN, 2017; RINGNER, 2008) e medir 0
poder de estratificagdo dos DEGs associados ao ciclo celular na distin¢do da gravidade do
COVID-19 em PBMCs, PBLs e swabs nasofaringeos usando as func¢bes R prcomp e princomp
por meio do pacote fatoextra (Analise de Componente Principal em R: prcomp vs.
princomp)(KASSAMBARA, 2017). Alem disso, empregamos modelo de floresta aleatéria
(random forest), um algoritmo de aprendizado de maquina, para classificar a importancia dos
DEGs associados ao ciclo celular para discriminar pacientes com COVID-19 de acordo com a
gravidade da doenca (COVID-19 ICU versus COVID-19 nonlCU) e de outras doencas
respiratorias graves (COVID-19). 19 ICU versus ndo COVID-19 ICU) conforme descrito
anteriormente(CABRAL-MARQUES et al., 2022). Treinamos 0 modelo de floresta aleatéria
(random forest) usando as funcionalidades do pacote R randomForest (verséo 4.6.14)(LIAW;
WIENER, [s.d.]). Cinco mil trees foram utilizadas e trés variaveis foram mostradas novamente.
A anélise de acompanhamento foi realizada com a diminuicdo de Gini, nimero de nos e
profundidade minima média como critérios para determinar a importancia da variavel. A
adequacdo do modelo de floresta aleatéria (random forest) como classificador foi avaliada por
meio da taxa de erro out-of-bags e da curva ROC. Para validacédo cruzada, dividimos o conjunto
de dados em conjuntos de treinamento e teste, usando 75% das observagOes para treinamento e

25% para teste.
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Figura 3 Visdo geral do estudo e nimero total de genes e proteinas diferencialmente expressos

por grupo de estudo.
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(a) NUmero total de individuos por grupo (COVID-19 e controles) incluidos no estudo. Os grupos de controle séo
compostos por controles saudéveis e individuos com outras infec¢des, incluindo outras doengas respiratorias agudas
virais (OV-ARI), outras doencas respiratérias agudas ndo virais (OnV-ARI), outras pneumonias, influenza e
coronavirus sazonal que ndo SARS- CoV-2 (CoV). (b) Visdo esquematica resumindo os conjuntos de dados
transcriptbmicos e protedmicos usados neste estudo. *Indica o conjunto de dados que forneceu dados de
transcriptoma e proteoma dos mesmos individuos.

5.5. Meta-analise de conjuntos de dados de expressado génica

Uma meta-analise abrangente de conjuntos de dados de expressao génica foi realizada
por meio do NetworkAnalyst 3.0(ZHOU et al.,, 2019) usando parametros padréo.
Resumidamente, os conjuntos de dados GSE157103 e GSE152418 foram ajustados para efeito
de lote e meta-DEGs foram visualizados por PCA e gréaficos de densidade. Usamos o Método
de Fisher para obter valores de p combinados para integracdo de informacGes. Usamos um
volcano plot e um grafico de Ridgeline para exibir os meta-DEGs e visualizamos sua
distribuicéo de fold-change nas vias enriquecidas, respectivamente. A distribuicdo da expressao

génica foi baseada na média de log2 fold-change. Um mapa de calor de agrupamento
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hierarquico visualizou os padrdes de expressdo génica associados aos processos do ciclo

celular.

5.6. Enriguecimento e analise funcional e visualiza¢ao de dados

Para realizar a analise de enriquecimento para diferentes conjuntos de DEGs, usamos o
ClusterProfiler(YU et al.,, 2012) Pacote R no R studio Versdo 1.4.1106 (RStudio;
https://www.rstudio.com) e Enrichr (CHEN et al., 2013; KULESHOV et al., 2016) ferramenta
on-line. A andlise de enriquecimento de proteinas significativas foi realizada usando a
ferramenta ShinyGO (GE et al., 2020). Conjuntos de DEGs e DEPs associados ao ciclo celular
foram visualizados em mapas de calor baseados em bolhas aplicando uma semelhanca de
cosseno negativo usando a web ferramenta Morpheus (STARRUSS et al., 2014). Mapas de
calor circulares representando cada fase do ciclo celular foram gerados usando o pacote Circlize
R (GU et al., 2014) no R estudio. Os graficos em boxplots mostram os diferentes niveis de
expressdo de genes associados ao ciclo celular de diferentes coortes foram gerados usando 0s
pacotes R ggpubr, lemon e ggplot2 no R studio. As diferencas estatisticas nos niveis de
expressdo génica foram avaliadas usando um teste de soma de classificacdo de Wilcoxon
bilateral, conforme descrito anteriormente(WANG et al., 2021a). Além disso, os mddulos de

co-expressao génica foram analisados por meio do CEMiTool (RUSSO et al., 2018).

5.7.  Analise de Componente Principal

Realizamos uma Analise de Componentes Principais (PCA)(LEVER; KRZYWINSKI;
ALTMAN, 2017; RINGNER, 2008) para medir o poder de estratificacio dos DEGs associados
ao ciclo celular na distincdo da gravidade do COVID-19 em PBMCs, PBLs e swabs
nasofaringeos usando as funcbes R prcomp e princomp por meio do pacote fatoextra (Anélise
de Componente Principal em R: prcomp vs. princomp)(KASSAMBARA, 2017).

5.8.  Analise do interactoma

Para analises abrangentes de rede e interagente, usamos o NAViGaTOR 3.0.14(BROWN
et al., 2009) software para construir uma rede visualizando interagdes fisicas proteina-proteina
entre as moléculas associadas ao ciclo celular obtidas de nossa anélise 6mica. As moléculas
associadas ao ciclo celular foram usadas como entrada no Banco de Dados de InteracGes
Integradas (11D versdo 2021-05; http://ophid.utoronto.ca/iid)(KOTLYAR et al., 2022) para
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identificar interagdes fisicas diretas de proteinas. A rede resultante foi anotada, analisada e
visualizada usando o NAViGaTOR 3.0.16(BROWN et al., 2009). A rede final foi combinada

com legendas usando o Adobe Illustrator 26.0.3.

5.9. Andlise de correlacao

Utilizamos os datasets GSE157103(OVERMYER et al, 2021) e
GSE152418(ARUNACHALAM et al., 2020) para realizar a analise de correlacdo entre os
genes associados ao ciclo celular, ou seja, os 10 principais meta-DEGs com a pontua¢do mais
alta prevendo a gravidade do COVID-19, conforme obtido na andlise de random forrest.
Correlogramas foram gerados com o webtool Intervene(KHAN; MATHELIER, 2017)
(https://intervene.readthedocs.io/en/latest/index.html) usando o coeficiente de correlacdo de

Spearman.

5.10. Sequenciamento completo do Exoma

Para a analise do exoma, incluimos 13 pacientes brasileiros que desenvolveram doenca
sintomatica e reincidente por COVID-19, antes de receber qualguer vacina para SARS-CoV-2.
Dados e detalhes do paciente e sintomas foram descritos na Tabela 2 os exames laboratoriais

estdo dispostos no Anexo Il.
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Tabela 2: Caracteristicas clinicas e bioldgicas dos individuos envolvidos no estudo.

N = Nig & = Sim M = Masc. F = Femin.
Caracterizagiio clinica de pacientes com COVID-19

Reacio

Varifveis Género Idade Peso Altura Histérico de doengas Dutras infecgbes Epsidio de adversa i Desregulagio
{anos) (kg) (metros) prévias Sepse imunoligica
vacina

Amuostras

AJOL M 54 82 1,72 N N N N N

ITA 0361 M 23 T0 1,82 Hipertensio N N N N

ITA 0317 M 34 82 1,78 Diabetes mellitus I1 N N N N

ITA 0313 M 48 92 1,65 Obesidade N N N N

ITA 0354 M 22 72 18 N N N N N

ITA 0355 M 67 75 1,67 L}!a.b{m:s T{:”ims 1, N N N N

Hipertensio

ITA 0352 M 19 75 1,72 N N N N N

ITA 0325 M 22 62 1,68 Diabetes mellitus [ N N N § - Asma ¢ Lapus (Mie)
ITA 0371 M 19 62 167 N N N N N

- . 5 - Reinfecgio tripla

GLO 0067 F 48 62 L6 N nor covinae T N N

GLO 0064 F 45 69 1,56 N 5 - Zika N N N

GLO 0120 M 42 T6 1,76 N 5 - Dengue N S N

Doenga Pulmonar
GLO 0066 M 40 & L6l Ohstrutiva Crinica - § - Zika, Dengue ¢ N N N

T DPOC, paciente Chikungunia
fumante

O Laboratério de Bioquimica e Imunologia Clinica da Universidade Federal de Sergipe
(LaBiC-Immun) obteve o diagnostico por RT-PCR e coletou amostras de sangue e soro para
anélise do exoma.

Ap0s a extracdo do DNA, a preparacdo da biblioteca foi realizada com o Nextera Flex
Kit, Illumina (ILMN, San Diego, CA, EUA). O XGen Exome Research Panel V2.0 (Integrated
DNA Technologies, IN, EUA) foi utilizado para reconhecer alvos e reduzir a ligacdo fora do
alvo, maximizando a cobertura. A execucdo de sequenciamento foi realizada no NovaSeq6000
[llumina. O produto de sequenciamento foi disponibilizado no servidor Centro de Genomas
através de protocolos SSH/SFTP. Baixamos os arquivos de dados brutos e os analisamos pelo
software de inteligéncia artificial Sophia DDM ®( CAMPANELLA et al., 2020; KYRIAZIS et
al., 2019; VENDRELL et al., 2018). Dessa analise, foram extraidos genes, que atendiam aos
scores aplicados de acordo com as diretrizes da Escola Americana de Genética Médica e
Gendmica (ACMG, American School of Medical Genetics and Genomics)(RICHARDS et al.,
2015), associados ao ciclo celular e nas categorias A (Altamente Patogénico) e B (Patogénico)
e os representamos utilizando o software Circus (http://circos.ca/)(KRZYWINSKI et al., 2009).
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6. Resultados
6.1.  Identificacdo de moléculas associadas ao ciclo celular em diferentes grupos de
pacientes com COVID-109.

Realizamos uma analise cruzada de 9 conjuntos de dados disponiveis publicamente,
incluindo 1.212 individuos, dos quais 808 eram positivos para SARS-CoV-2 e 404 eram
controles negativos para SARS-CoV-2 (saudaveis ou individuos com outras doencas

respiratorias) (Figura 3).

Proteinas diferencialmente expressas (DEPS) foram obtidas a partir de cinco conjuntos
de dados protebmicos gerados por espectrometria de massa (MS), cada um obtido de plasma,
soro e PBMCs, enquanto dois usaram swabs nasofaringeos. Os DEGs foram obtidos a partir de
cinco conjuntos de dados de sequenciamento de RNA em massa (RNA seq), um de PBLs, dois

de PBMCs e dois de swabs nasofaringeos.

Encontramos 1.647 DEPs regulados positivamente e 1.297 regulados negativamente,
enquanto 10.692 DEGs regulados positivamente e 7.894 regulados negativamente nesses 9
conjuntos de dados (Figura 4a). Para testar nossa hipétese, procuramos DEPs e DEGs
associados ao ciclo celular e encontramos, 179 DEPs (89 regulados positivamente e 90
regulados negativamente) e 689 DEGs (437 regulados positivamente e 252 regulados
negativamente) sdo moléculas associadas ao ciclo celular (Figura 4b), incluindo varios comuns
DEPs e DEGs (Figura 4c).
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Figura 4: Numero de genes e proteinas diferencialmente expressos em todas as coortes de 11

conjuntos de dados.
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a-b) Numero total (a) e nimero de genes diferencialmente expressos (DEGs) e proteinas diferencialmente
expressas (DEP) associados ao ciclo celular (b) upreguladas e downreguladas resultantes da comparacdo de
individuos COVID-19 com o respectivo grupo de controle de cada conjunto de dados. ¢) Grafico de Circos
mostrando a interacdo de DEGs e DEPs associados ao ciclo celular. Cada coorte de estudo é indicada por nimeros
de acordo com a legenda da figura mostrada em (a). A espessura da linha indica o nimero de DEGs/DEPs
compartilhados entre as diferentes coortes. A coorte de estudo 4, 5 ndo tinha nenhuma das 302 moléculas comuns
associadas ao ciclo celular e, portanto, foi omitida no grafico circos.
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A Figura 5 mostra a intersecdo molécular e rede interconectada de DEPs e DEGs
associados ao ciclo celular que encontramos por meio de nossa abordagem de imunologia de
sistemas integrativos. Usamos o procedimento a seguir para dissecar o possivel significado
dessa rede para obter novos insights sobre o envolvimento de moléculas associadas ao ciclo

celular que desempenham um papel durante a resposta imune contra 0 SARS-CoV-2.

Figura 5. Rede integrativa de dados multidmicos de moléculas associadas ao ciclo celular.

a
402
400
8
o0 300
-
o
3 200
w 132
2 97
= 100
40
14 13 4
0
| Proteome . I
I Transcriptome swab . I
I Transcriptome blood .
400 300 200 100 0

b Set Size

COL18A1 #
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Transcriptome-blood

(a) Intersecdo de moléculas associadas ao ciclo celular (genes e proteinas) obtidas dos diferentes conjuntos de
dados dmicos. (b) Rede interativa de moléculas associadas ao ciclo celular de conjuntos de dados de proteoma e
transcriptoma de pacientes com COVID-19. A cor dos nés representa os processos biolégicos de ontologia génica
(GO) de acordo com a legenda da figura. As moléculas marcadas em vermelho representam os DEGs dos conjuntos
de dados do transcriptoma do sangue, as moléculas do transcriptoma do swab séo indicadas em azul escuro e 0s
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DEPs resultantes dos conjuntos de dados do proteoma sdo marcados em roxo. Moléculas que estavam sobrepostas
nos dados émicos sdo escritas em preto. A rede completa compreende 1.538 proteinas e 2.522 interacoes fisicas
diretas.

6.2. A infeccdo por SARS-CoV-2 altera sistemicamente a expressdo de genes e

proteinas associados ao ciclo celular

Em seguida, analisamos os dados protedmicos de plasma, soro, PBMCs e swabs
nasofaringeos obtidos de seis coortes diferentes representando cinco conjuntos de dados
(AKGUN et al., 2020; D’ALESSANDRO et al., 2020; LI et al., 2021; OVERMYER et al.,
2021; VANDERBOOM et al., 2021) (Figura 6a ).
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Figura 6. Interagdo proteina-proteina e enriquecimento funcional indicando alteracdes
moleculares do ciclo celular.
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(a) Visao geral esquemética mostrando o nimero, classificacdo de pacientes, coortes de controle de cada conjunto
dados usados para anélise de dados prote6micos. (a-b) O interactoma de DEPSs totais (nés cinzas) se fundiu a todas
as coortes de estudo e vias enriquecidas associadas (n6s azuis) por (b) DEPs upregulados e (c) downregulados. As
bordas cinza refletem DEPs e interagdes de vias. A rede de interagdo foi visualizada usando o0 NAViGaTOR. Nés
maiores representam conjuntos de genes maiores. O tamanho dos quadrados aumenta de acordo com o nimero de
proteinas por vias enriquecidas
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Essa abordagem revelou que o nimero total de DEPs e a quantidade de DEPs associados
ao ciclo celular variaram consideravelmente entre os conjuntos de dados estudados. Esses DEPs
totais enriqguecem Vvarios processos geneticamente associados, como ligacdo de nucleotideos,
processamento/splicing de mRNA, processo metabdlico de mRNA e complexo de
ribonucleoproteina (Figura 7a). Os DEPs associados ao ciclo celular regulados positivamente
enriquecem as vias de sinalizacdo envolvidas nas estruturas do cinetdcoro, segregacao
cromossémica, divisdao nuclear mitotica, ciclo celular mitdtico e organizacdo de organelas
(Figura 7b). Da mesma forma, as DEPs associadas ao ciclo celular reguladas negativamente
enriquecem as vias de sinalizacdo, como aquelas relacionadas a atividade do proteassoma,
endopeptidases, ribossomos e processos catabolicos de proteinas (Figura 7b e 7c¢). Vinte e
quatro DEPs associados ao ciclo celular foram compartilhados entre pelo menos duas das seis

coortes (Figura 7d).



Figura 7: A abordagem proteGmica aponta para alteragdes moleculares do ciclo celular.
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(a) Rede mostrando relacionamentos (bordas) de caminhos enriquecidos (nés) por DEPs totais mesclados de todas
as coortes de estudo. Os n6s mais escuros sdo conjuntos de genes mais significativamente enriquecidos. Nos
maiores representam conjuntos de genes maiores. Bordas mais grossas representam genes mais sobrepostos. (b-c)
Gréfico lolipop mostrando vias enriquecidas por ciclo celular associadas a (b) DEPs upregulados e (c)
downregulados mescladas de todas as coortes do estudo. (d) Mapa de calor de bolhas de DEPs comuns entre pelo
menos dois dos cinco conjuntos de dados do proteoma. O tamanho dos circulos corresponde ao -log10 do valor de

p ajustado e a cor indica o log2 fold change de cada variavel.
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Esses resultados sugeriram que ha uma mudanca sisttmica nas moléculas e vias
associadas ao ciclo celular, que também encontramos no nivel transcricional ao realizar anélises
de co-expressdo modulares abrangentes para buscar conjuntos de genes coexpressos e vias
enriquecidas que possivelmente sdo associados ao ciclo celular através dos conjuntos de dados
de transcriptoma sanguineo fornecidos por Overmyer et al. (GSE157103)(OVERMYER et al.,
2021) e Arunachalam et al. (GSE152418)(ARUNACHALAM et al., 2020). Ambos os
conjuntos de dados revelaram modulos de genes coexpressos que parecem trabalhar juntos ou
regulados de forma semelhante durante a resposta imune ao SARS-CoV-2. Entre eles, 0s
modulos M3 (Figura 8a e 8b) e M1 (Figura 8c e 8d) foram significativamente regulados
positivamente nos conjuntos de dados PBL (GSE157103) e PBMC (GSE152418),
respectivamente. A analise de sobre representacdo desses dois modulos revelou uma variedade
de vias comumente enriquecidas, incluindo aquelas relacionadas a pontos de verificacdo, como
o0 ponto de verificacdo do fuso mitético e o ponto de verificagcdo G2/M, bem como outras vias
relacionadas ao ciclo celular, como o G1-G1 mitético fases /S e M e proteinas RHO GTPase.
Esses modulos enriquecidos contém hubs(VALLABHAJOSYULA et al., 2009) (genes mais
conectados), também identificados entre os DEGs associados ao ciclo celular, como CDK1,
CDC20, CCNB1, TK1, PLK1, UBE2C, E2F1, RRM2, CENPA e BUBI1B. Esses achados
indicam alteragdes moleculares substanciais do ciclo celular durante a resposta imune ao SARS-
CoV-2.
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Figura 8. Redes modulares de co-expressdo de genes de transcriptomas sanguineos de COVID-
19 associadas ao ciclo celular.
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6.3. A expressao de genes associados ao ciclo celular predomina em leucocitos do
sangue periférico de pacientes com COVID-19

Em seguida, investigamos a intersecdo transcricional entre DEGs de leucdcitos do
sangue periférico de pacientes com COVID-19. Apos o ajuste para efeito de lote (batch effect)
(Figura 9a e 9b), realizamos uma meta-analise para a integracdo dos conjuntos de dados
GSE157103 (PBLs) e GSE152418 (PBMCs) resultando em 1.630 meta-DEGs (Figura 9c). A
analise de enriquecimento desses meta-DEGs revelou principalmente processos do ciclo celular
entre os 20 principais processos bioldgicos enriquecidos (Figura 9d), principalmente
enriquecidos por meta-DEGs regulados positivamente (Figura 9d). Entre outros, 0s processos
bioldgicos significativamente enriquecidos incluem processo do ciclo celular, divisdo celular,
interfase, fases S e M, transicdo G1/S do ciclo celular mitético, fase do ciclo celular e pontos
de verificacao do ciclo celular. A Figura 9e exibe o padréo de expressdo de 126 meta DEGs
enriquecendo os processos e estagios do ciclo celular nos conjuntos de dados GSE157103 e
GSE152418. Por exemplo, entre os meta-DEGs associados ao ciclo celular estdo aqueles que
codificam moléculas como ciclina A1 (CCNA1), B1 (CCNB1), B2 (CCNB2), E1 (CCNE1) e
E2 (CCNE2). Essas moléculas sdo reguladoras essenciais da mitose e divisdo celular, formando
complexos com suas respectivas quinase 1 dependente de ciclina (CDK1, CDK2,
CDK3)(SATYANARAYANA,; KALDIS, 2009) e, assim, regulando e controlando a
maquinaria do ciclo celular e a progressao de uma fase para outra (FOLI et al., 2007; MEIJER,
2000). Além disso, as moléculas do ciclo de divisdo celular CDCs (CDC25A e CDC25C) e
CDK1 também estiveram presentes como meta-DEGS, que sao atores centrais na divisdo celular
interagindo com varias proteinas em varios pontos do ciclo celular (BARNUM; O’CONNELL,
2014).
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Figura 9: A meta-analise para a integracdo de estudos de leucdécitos de sangue periférico total
(GSE157103) e ceélulas mononucleares de sangue periférico (GSE152418) revelou a

predominancia de vias enriquecidas do ciclo celular.
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(a) PCA e (b) graficos de densidade mostrando o ajuste do efeito de lote (batch effect) para GSE157103 +
GSE152418. (c) Resultados da meta-analise exibidos pelo volcano plot, que é baseado no log2 de fold change e no
p valor da meta-andlise realizada para combinar os valores p dos estudos GSE157103 e GSE152418 usando o
Método de Fisher. Pequenos circulos azuis e vermelhos denotam genes downregulados e upregulados,
respectivamente. Os circulos pretos mostram genes significativos que estéo associados ao processo do ciclo celular,
indicando que esses genes sdo principalmente regulados positivamente. (d) Grafico Ridgeline denotando a
distribuicdo fold change das 20 principais vias enriquecidas pelos genes meta significativos, indicando a
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predominancia de vias enriquecidas do ciclo celular em todos os estudos. A distribuicdo da expressdo do gene
(circulos pequenos cinzas) é baseada na mudanca média de log2 de fold change ao longo do processo bioldgico
enriquecido. (e) Mapa de calor interativo exibindo o padrdo de expressdo de genes significativos que estdo
associados ao processo do ciclo celular.

6.4.  Alteracdes compartimentadas do sangue nas assinaturas do ciclo celular

Em seguida, perguntamos se a assinatura do ciclo celular era especifica para leucdcitos
do sangue periférico em comparacdo com a de swabs do trato respiratorio superior. Para
resolver esse problema, realizamos uma meta-analise para a integragdo de dados de
transcriptoma de swabs nasofaringeos obtidos de pacientes com COVID-19 versus controles
saudaveis usando o conjunto de dados GSE152075(LIEBERMAN et al., 2020) e de pacientes
com COVID-19 em comparagao com pacientes que tiveram outras doencas respiratorias agudas
virais (OV-ARIs) ou outras IRAs ndo virais (OnV-ARIs) usando o conjunto de dados
GSE156063(MICK et al., 2020).

Apesar da presenca de DEGs associados ao ciclo celular significativos (a maioria deles
com regulacdo negativa) entre esses estudos (Figura 10a), essa abordagem néo revelou vias
associadas ao ciclo celular significativamente enriquecidas (Figura 10b). Descobrimos que as
20 principais vias enriquecidas pelos meta-DEGs de swab incluem migracédo celular, resposta
inflamatdria, ativacdo de células T, resposta de defesa e vias de sinalizacdo mediadas por
citocinas, entre outras. Assim como 0s resultados protebmicos, que também mostram um
namero maior de DEPs associados ao ciclo celular em amostras de PBMC de pacientes com
COVID-19 em comparagdo com swabs nasofaringeos, os resultados de RNAseq indicam a
singularidade da assinatura do ciclo celular do sangue. Isso € ilustrado ainda pela regulacao
positiva especifica de varios DEGs relacionados a pontos de verificacdo e transicdo de fase no
sangue, mas ndao nas amostras de swab nasofaringeo de pacientes com COVID-19 em
comparacao com controles saudaveis (Figura 10c).

De acordo com os resultados do bulk RNAseq, a analise dos dados de SCRNAseq revelou
0 mesmo fendmeno quando buscamos os DEGs associados ao ciclo celular meta-significativos
nos conjuntos de dados de scRNAseq. Quase nenhum desses meta-DEGs estavam presente
como diferencialmente expressos em swabs nasofaringeos de pacientes com COVID-19. Em
contraste, as subpopulacdes de linfocitos do sangue (B, T e células natural killer) foram as
células que apresentaram o maior numero de meta-DEGs associados a assinatura do ciclo

celular (Figura 10d).
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Figura 10: Alteracdes das assinaturas do ciclo celular no sangue ndo presentes em

transcriptomas de swabs nasofaringeos de pacientes com COVID-19.
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(a) Resultados da meta-analise exibidos pelo volcano plot, que se baseia no log2 de fold-change e no valor p da
meta-analise realizada para combinar os valores p dos estudos GSE156063 e GSE152075 usando o Método de
Fisher. Pequenos circulos azuis e vermelhos denotam genes downregulados e upregulados, respectivamente. Os
circulos pretos mostram genes significativos que estdo associados ao ciclo celular, indicando que esses genes sao
principalmente regulados negativamente. (b) Gréafico Ridgeline denotando a distribuicéo de log2 de fold-change
das 20 principais vias enriquecidas pelos genes meta significativos, indicando a predominéncia de resposta
inflamatoria, ativacdo imunologica e de defesa, enquanto nenhuma via enriquecida do ciclo celular nos estudos de
swab. A distribuicdo da expressdo do gene (circulos pequenos cinzas) é baseada na mudanca média de log2 de
fold-change ao longo do processo bioldgico enriquecido. (c) Mapas de calor circulares de um conjunto de genes
envolvidos em cada fase do ciclo celular em amostras de transcritoma de swab (A) e sangue (B e C). A escala de
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cores refere-se a genes upregulados (vermelho) e downregulados (azul). Os campos cinza indicam genes com
valor nulo para este conjunto de dados. (d) Nimero de DEGs associados ao ciclo celular regulados positivamente
em diferentes conjuntos de dados de RNAseq de célula Gnica.

6.5. A expressdo de meta-DEGs associados ao ciclo celular se associa a trajetéria do
COVID-19 e a gravidade da doenca

Investigamos se 0s meta-DEGs de leucécitos do sangue periférico relacionados ao
processo do ciclo celular representam marcadores de COVID-19 grave. Primeiro usamos
ImpulseDE2, um modelo de variacéo intraindividual de DEGs ao longo do tempo (SANDER;
SCHULTZE; YOSEF, 2017) usando o conjunto de dados GSE1617777, conforme descrito
anteriormente (BERNARDES et al., 2020b). Usamos essa abordagem para encontrar varios
genes associados ao ciclo celular expressos de forma significativamente diferencial em PBLs
de pacientes com COVID-19 ao longo da trajetoria da doenca (Figura 11). Esses genes sdo
altamente expressos durante as fases graves da COVID-19 (pseudotempos da doenca, conforme
caracterizado por Bernardes et al., (BERNARDES et al., 2020b)), reduzindo sua expressao

durante a recuperacédo da doenca.
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Figura 11: A expressao de genes associados ao ciclo celular é regulada positivamente durante

as fases graves da doenga COVID-19 e normaliza com a recuperagéo da doenca.
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(a) Mapa de calor mostrando a expressdo média de 126 genes associados ao ciclo celular em diferentes estagios
da doenga de pacientes com COVID-19 (pseudotempos 0 a 7 de acordo com a legenda da figura) usando dados
publicados anteriormente conforme relatado por Bernardes et al.. Row-wise z- pontuagdes da expressao média em
escala por pseudotempo sdo plotadas e agrupadas hierarquicamente no mapa de calor. Os genes expressos
diferencialmente (DEGs) na analise longitudinal sdo indicados com asterisco e os DEGs resultantes da comparagao
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de COVID-19 versus controles saudaveis sdo indicados pelo sinal + de acordo com o valor p ajustado (*/+p < 0,05,
**/++ p < 0,01, ***/+++ p <0,001). (b) Graficos de caixa que ilustram a distribuicao de contagens normalizadas
em pseudotempos (0-7) para 7 genes que sdo significativos em ambas as analises. Cada grafico de caixa mostra a
mediana com primeiro e terceiro intervalo interquartil (IQR), whiskers representando valores minimos e maximos
dentro de IQR e pontos de dados individuais.

Também analisamos se 0s meta-DEGs associados ao ciclo celular estratificam pacientes
com COVID-19 por grupos de gravidade da doenca e individuos com outras doencas
respiratérias usando o conjunto de dados COVID-19 derivado de PBL
(GSE157103)(OVERMYER et al., 2021). Primeiro realizamos PCA usando uma abordagem
de decomposicdo espectral (RINGNER, 2008). Descobrimos que esse meta-DEGs
estratificaram pacientes com COVID-19 que foram admitidos ou ndo na unidade de terapia
intensiva (COVID-19_ICU e COVID-19 nonlCU). No entanto, esses meta-DEGs néo
estratificaram individuos com outras infec¢Ges respiratorias internados em UTI e ndo UTI. A
gravidade da doenca na admissdo na UTI foi definida com base nos escores APACHE Il e
SOFA(LOPES FERREIRA et al., 2001) de acordo com Overmyer et al.(OVERMYER et al.,
2021)(Figura 12).
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Figura complementar 12: Visdo geral esquematica da coorte e classificacdo da amostra
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a-b) Visdo geral esquematica do nimero e classificagdo clinica de pacientes e coortes de controle de conjuntos de
dados seq de RNA de transcriptoma sanguineo usados neste estudo.

No entanto, embora esses resultados indiquem que a assinatura do ciclo celular dos
pacientes com COVID-19 é muito diferente de outras doengas respiratdrias, também apresenta
uma sobreposicdo parcial com outras doencgas respiratorias. Ou seja, encontramos 28 DEGs
associados ao ciclo celular compartilhado em PBMCs de pacientes com COVID-19 (conjunto
de dados GSE161731) (MCCLAIN et al., 2021), quando comparado com PBMCs de individuos

com pneumonia bacteriana, virus influenza, coronavirus sazonal diferente de SARS-CoV-2
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(sCoV) (Figura 13). Os 28 DEGs associados ao ciclo celular compartilhados que identificamos
apresentam um padréo de expressdo semelhante de upregulation e downregulation em todos os

grupos de doengas em comparacao com controles saudaveis (HC).

Além disso, realizamos analises florestais aleatdrias para identificar os meta-DEGs mais
relevantes que estratificam COVID-19 _ICU de COVID-19_nonICU e COVID-19_ICU de nédo
COVID-19_ICU. O modelo de floresta aleatoria classificou os dez meta-DEGs associados ao
ciclo celular mais importantes para essas comparacdes com base em sua capacidade de
discriminar entre esses grupos de doengas. A analise identificou que OSM, GPR132, SSNA1,
PRKAR2B, FBXL15, SAC3D1, PSMB10, LIF, PDE3A e MCM10 discriminaram
COVID19_ICU de COVID-19_nonICU (Figura 13b), enquanto BUB1B, BUB1, CDK1,
TOP2A, MKI67, CDC6, CIT, KNL1, GPR123, SKAL discriminou COVID19 ICU de néo
COVID19_ICU (Figura 13c).

Neste contexto, as Figuras 13d e 13e demonstram as curvas estaveis com base no
namero de arvores e taxa out of bag (OOB). As Figuras 13f e 13g mostram as curvas da
caracteristica de operacdo do receptor (ROC) exibindo a relacdo entre as taxas de classificacdo
de verdadeiros e falsos positivos. E importante notar que a intensidade da correlagio dos 10
principais rankers de genes da gravidade do COVID-19 (como nas Figuras 13b e 13c) é mais
forte em pacientes com COVID-19_ICU em comparagdo com os grupos COVID-19 _nonICU,
nonCOVID-19_nonICU e nonCOVID-19_ICU.
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Figura 13: Os genes associados ao ciclo celular estratificam o COVID-19 de outras doengas
respiratorias.
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(a) Andlise de componentes principais de genes associados ao ciclo celular meta-significativos mostrando a
estratificacdo de pacientes com COVID-19 (ndo_UTI e UTI) de individuos com outras infeccdes do trato
respiratério (coortes de pacientes do conjunto de dados GSE157103, fig. 14). As elipses de confianca séo
mostradas para cada grupo. Os graficos de densidade associados ao PCA indicam a distribuicdo da amostra nos
eixos. (b-c) Grafico de pontuacdo de importancia variavel obtido por analise de classificacdo de Random Forest.
O grafico de pontuacdo de importancia € baseado na diminuicdo de Gini e no nimero (n°) de nos para cada variavel
(meta-DEGs associados ao ciclo celular) indica as 10 principais varidveis com pontuagdo mais alta na previsdo da
gravidade do COVID-19 ao comparar (b) COVID-19 19 em unidade de terapia intensiva (COVID-19_ICU) versus
individuos com outras doengas respiratérias em UTI (ndo COVID-19_ICU), bem como (c) COVID-19_ICU versus
COVID-19 nonICU. Os 10 principais rankers de genes de gravidade do COVID-19 sdo mostrados por pequenos
circulos azuis, enquanto os circulos pretos representam aqueles abaixo (com menos importancia) dos 10 primeiros.
(d-e) Curva estavel mostrando o nimero de arvores e fora da bolsa (OOB) taxa de erro da andlise de Random
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Forest. (f-g) Curvas caracteristicas de operacdo do receptor (ROC) com uma area sob a curva (AUC) exibindo a
relacdo entre as taxas de classificacdo de verdadeiros e falsos positivos.

Figura 14: A assinatura do ciclo das células sanguineas de pacientes infectados com SARS-

CoV-2 se sobrepBe a outras doencas respiratorias virais.
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(a) Gréfico de barras mostrando o nimero de DEGs associados ao ciclo celular comparando pacientes com
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<-1, respectivamente, e valor de p ajustado < 0,05. As linhas e colunas foram agrupadas com base na distancia
euclidiana entre os valores de log2FC.

A analise de correlogramas (Figura 15a), mostra a distribuicdo do coeficiente de
correlacdo (Figura 15b) e indice de correlagdo (Figura 15c¢) de cada um desses genes mais

bem classificados nas coortes do estudo.
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Figura 15: Os genes associados ao ciclo celular mostram forte correlagdo em COVID-19 grave.
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(a) Analise de correlagdo dos principais rankers associados ao ciclo celular da gravidade do COVID-19 (coortes
COVID-19 e ndo COVID-19 do conjunto de dados GSE157103). O coeficiente de correlacdo de posto de
Spearman é mostrado de acordo com a barra de escala de cores variando de -1 a 1. (b) Gréaficos em boxplots
mostram a distribuicdo de valores absolutos (considerando todos os coeficientes de correlagdo, apesar da direcdo
de correlacdo [+ ou - sinal]) de coeficientes de correlagcdo de Spearman entre as coortes do estudo. Cada gréfico
de caixa mostra a mediana com primeiro e terceiro intervalo interquartil (IQR), whiskers representando valores
minimos e maximos dentro de IQR e pontos de dados individuais. A significancia foi determinada usando testes
de soma de classificagdo de Wilcoxon bilateral e ¢ indicada por asteriscos (*p < 0,05, **p<0,01, ***p <0,001 ¢
***%p <0,0001). (c) Mapa de calor do indice de correlagdo, que foi obtido para cada gene da seguinte forma:
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indice de correlagio = {(+ valor de correlagdo) - ( - valor de correlacio)}/nimero de genes. As barras ao lado do
mapa de calor representam a soma dos indices de correlagdo. A barra de escala de cores representa o indice de
correlacdo para cada gene.

6.6.  Variantes genéticas em genes relacionados ao ciclo celular se associam ao COVID-
19

Apos a integracdo dos dados transcriptdmicos e protedmicos envolvendo o ciclo celular,
perguntamos se essas alteracdes também podem ser detectadas no nivel do genoma realizando
0 sequenciamento do exoma inteiro em 13 individuos com COVID-19 diagnosticados com base
em sintomas clinicos e RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 (Figura 16a). As caracteristicas
clinicas, laboratoriais desses pacientes estdo descritas na Tabela 2 e Anexo 11, respectivamente.
Foram detectadas 3.520 variantes nas categorias A (altamente patogénica) e B (patogénica),
sendo 105 na categoria A, destas 97 eram INDELs (insercGes e delecGes) e 8 SNPs
(polimorfismo de nucleotideo Unico), e 3.415 na categoria B, onde 997 eram INDELS e 2.418
eram SNPs . Desses 13 individuos, foram obtidos 450 genes envolvidos nos processos do ciclo
celular. Treze genes das categorias A e B foram compartilhados entre os 13 pacientes com
COVID-19, esses genes foram mapeados em relacdo a regido cromossémica e a quantidade de

variante por gene (Figura 16a).

Quatro individuos apresentaram entre 6 e 10 inser¢des e dele¢cdes (INDELS) no gene
ANAPC1, que é caracterizado pela subunidade 1 do complexo promotor da anafase, sua
subunidade 11 apresentou — se downregulada em estudos envolvendo swabs. Este gene
desempenha um papel central na regulacdo e ativacdo da senescéncia celular, fosforilacdo
mediada por CDK e remocéo de Cdc6. A senescéncia refere-se ao processo de envelhecimento
dos seres vivos e consiste no processo de interrupcdo da divisdo celular, ndo causando mais

reposicdo de células que, por algum motivo, pararam de metabolizar.
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Figura 16. Variacdo genetica em genes associados ao ciclo celular entre pacientes com
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(a) Visdo geral esquematica representando os critérios de inclusao e o nimero de pacientes com COVID-19
usados para sequenciamento de exoma completo. Circos mapeando genes associados ao ciclo celular com
um grande ndmero de variantes (polimorfimos de nucleotideo Unico [SNP] ou inser¢des e dele¢des
[INDELSs] em pacientes com COVID-19 em relacdo a posi¢do cromossdmica. (b) Grafico invertido

mostrando as interse¢cGes de moléculas associadas ao ciclo celular (DEGs, DEPs e genes) obtidos de
diferentes conjuntos de dados émicos.
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7. Discussao

O controle do ciclo celular ocorre através de uma complexa rede regulatéria de
proteinas, que sdo afetadas por eventos transcricionais e pos-traducionais, é sabido, também,
que os virus utilizam diversas estratégias para sobreviver aos mecanismos de defesa do

hospedeiro utilizando vérios recursos da célula hospedeira para replicacéo.

Com o avango recente e crescente das analises 6micas para elucidacdo de mecanismos
associados a diversas patologias, empregamos a abordagem integrativa de imunologia de
sistemas para avaliar dados protedmicos, transcriptdmicos disponiveis publicamente, e
exdmicos de pacientes brasileiros com COVID-19, sem receber qualquer vacina, a partir dessas
amostras identificamos alteragfes na assinatura do ciclo celular de pacientes infectados por
SARS-CoV-2 associadas a gravidade da doenca. As coortes revelaram uma rede de DEPs e
DEGs associados ao ciclo celular que sugerem uma assinatura do ciclo celular em leucdcitos
do sangue periférico, mas ndo em swabs nasofaringeos, que distinguem — se de pacientes
infectados por SARS-CoV-2 de controles sauddveis e pacientes com outros doencas

respiratorias.

Os pacientes com COVID-19 compartilham um padrao de expressdo comum de algumas
moléculas associadas ao ciclo celular com outras doencas respiratdrias (por exemplo, gripe,
coronavirus sazonal, pneumonia bacteriana). No entanto, os pacientes com COVID-19
mostraram uma expressdo significativamente maior de genes de checkpoints associados ao
ciclo celular, indicando que essa assinatura imunoldgica pode ter um valor prognéstico mais
substancial para pacientes com COVID-19 do que para outras doencas infecciosas. 1sso poderia
explicar o aumento da proporcdo de neutréfilos para linfocitos, e seria hipotetizado como um
marcador prognostico para SARS-CoV-2 de resultados desfavoraveis do que para outras
infeccBes respiratdrias, como influenza (PROZAN et al., 2021). Existem estudos bem
consolidados que concordam com perturbac6es fosfoprotedmicas de moléculas associadas ao
ciclo celular observadas em células infectadas por SARS-CoV-2, indicando um mecanismo de
manipulacdo do hospedeiro para subverter a resposta imune (BOUHADDOU et al., 2020).

As alteracdes relatadas, embora ndo bem definidas, estdo de acordo com outros achados
que relataram alteragdes imunologicas sistémicas no sangue periférico de pacientes com
COVID-19, e que mostraram que abordagens de imunologia de sistemas podem ser empregadas
para identificar novos mecanismos imunopatologicos holisticamente associados ao COVID-19.
(CABRAL-MARQUES et al., 2022; FREIRE et al., 2021; SCHIMKE et al., 2022). Indo além,
0 estudo fosfoprotedmico in vitro (BOUHADDOU et al., 2020) usando células VVeroE6 mostrou
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que 0 SARS-CoV-2 afeta a producéo de citocinas pré-inflamatdrias e a ativacéo de diferentes
quinases, como caseina quinase Il (CK2), quinase dependente de ciclina (CDK) e proteinas
quinase ativadas por mitogeno (MPK) (BOUHADDOU et al., 2020). Estas proteinas
desempenham um papel crucial na regulacéo e progressdo da divisdo celular (PALMISANO et
al., 2017), e o desligamento das quinases mitéticas resulta na parada do ciclo celular em G1/S
e G2/M, possivelmente fornecendo nucleotideos importantes e proteinas essenciais que
suportam a replicacao viral (NDOLO et al., 2002; SU et al., 2020; Y1 et al., 2015). Portanto,
isso indica que as alteracbes do ciclo celular nas assinaturas imunoldgicas de pacientes com

COVID-19 sdao um mecanismo imunopatoldgico desencadeado pelo virus SARS-CoV-2.

O principal achado implica em madltiplas alteracbes do ciclo celular molecular que
sugerem que 0 SARS-CoV-2 afeta principalmente os leucécitos do sangue humano, conforme
indicado pelas analises integrativas de dados proteémicos, bulk RNAseq e scRNAseq. Este
ultimo revelou que as alteracdes do ciclo celular possivelmente se concentram nas células B, T
e NK, o que é um fenébmeno esperado para subpopulacdes do sangue periférico, uma vez que a
proliferacdo celular é uma caracteristica fundamental da resposta das células linfociticas a
estimulacdo antigénica(CREVEL, 2005). No entanto, a imunopatogénese das multiplas
alteracOes celulares (ou seja, baixo nimero de linfocitos, mondcitos, eosinofilos e basofilos
enquanto contagem elevada de neutréfilos)(YANG et al., 2020) exibido pelas células imunes
de pacientes com COVID-19 possivelmente vai além do sangue periférico. Isto é, Wang et
al.(WANG et al., 2021b) relataram que as células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea de
pacientes graves com COVID-19 eram propensas a apoptose e pararam na fase G1, resultando
em progenitores de linfocitos diminuidos em paralelo com o acimulo de progenitores mieloides
imaturos. Além disso, estudos em modelos celulares apontam que a parada do ciclo celular pode
ocorrer nas infecgdes virais, esse acimulo de células em determinadas fases do ciclo podem ser
cruciais para recuperacao do paciente. Essas observacdes concordam com a descoberta de que
pacientes com COVID-19 admitidos na UTI apresentam niveis mais altos de expressao de
moléculas associadas ao ciclo celular do que pacientes com COVID-19 ndo UTI.

Se essas alteracdes sistémicas do ciclo celular representam uma desregulagéo
imunoldgica (por exemplo, tempestade de citocinas) ou uma resposta adaptativa ao virus
SARS-CoV-2 requer investigacao futura. Enquanto a linfopenia mostrada por pacientes graves
com COVID-19(WANG et al., 2020; YANG et al., 2020) podem contrabalancar a perigosa
tempestade de citocinas, as células supressoras derivadas de mieloides imaturas (MDSC)

compdem um grupo heterogéneo de células com menor atividade de explosdo oxidativa que
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pode suprimir ndo especificamente as respostas dos linfocitos T e B(AGRATI et al., 2020;
CONDAMINE; GABRILOVICH, 2011). Apo6s a hiperativacdo inicial de neutréfilos em
resposta a infec¢do por SARS-CoV-2 e quando a gravidade do COVID-19 avanca, o sistema
imunolodgico do hospedeiro aumenta proporcionalmente a producdo de MDSCs granulociticas
enquanto reduz a quantidade de linfécitos circulantes(AGRATI et al., 2020; SCHULTE-
SCHREPPING et al., 2020; SILVIN et al., 2020). As MDSCs s&o componentes do sistema
imunologico saudavel e desempenham um papel protetor na homeostase e nos contextos da
doenca. Ou seja, MDSCs se expandem para reduzir o dano tecidual durante doencas autoimunes
e inflamatorias (GABRILOVICH; NAGARAJ, 2009; KOLLMANN et al., 2017), estresse
traumatico, transplante e sepse (CONDAMINE; GABRILOVICH, 2011; CROOK, 2014,
GABRILOVICH; OSTRAND-ROSENBERG; BRONTE, 2012).

Considerando o Brasil como um pais de etnias diversas e genoma misto, buscou-se
entender como a genética de qualquer hospedeiro, desconsiderando aspectos regionais, e
integrando os dados transcriptomicos, contribuiria para o desenvolvimento da gravidade da
COVID-19, e se/ou como ela estaria envolvido em relagédo a desregulacéo do ciclo celular(VAN
DER MADE et al., 2020). A analise do exoma de pacientes que tiveram reinfeccdo por COVID-
19, cujas caracteristicas clinicas podem ser vistas na Tabela 2, revelou uma lista de treze genes
com SNPs e INDELSs, envolvidos em processos celulares de regulagéo das fases S e G1. Dentre
esses genes, 4 individuos apresentaram INDELs no gene ANAPC1(MELLOY, 2020), uma
ubiquitina ligase E3 responsavel por regular a progressao do ciclo de metafase para anafase, e
que também promove a regulacdo do desenvolvimento de receptores beta-adrenérgicos de
fosforilagdo mediada por ERK, CDK e Remocéo de Cdc692-94.

Esses fatos também podem sugerir um papel fisioldgico para as alteragdes sistémicas do
ciclo celular subjacentes a neutrofilia (com uma quantidade aumentada de MDSCs) e a
linfopenia. Portanto, hipotetizamos que essas alteracfes celulares podem representar uma
tentativa do hospedeiro de retornar & homeostase apds a desregulacdo imunoldgica grave
desencadeada pelo SARS-CoV-2, em vez de representar apenas uma disfuncao do hospedeiro.
Nesse contexto, como uma miriade de alteracBes moleculares simultaneas do ciclo celular
possivelmente regula o numero de células imunes é uma questdo fascinante que somente o

avanco das abordagens da imunologia de sistemas nos permitira decifrar no futuro.
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8. Conclusao

Nosso trabalho caracteriza mudangas globais na assinatura do ciclo celular de pacientes com
COVID-19, analisando dados de proteoma e transcriptoma publicamente disponiveis por meio
de uma abordagem de imunologia de sistemas integrativos. Além de potenciais variaces
genéticas patogénicas em pacientes com COVID-19, encontramos modulos de coexpressdo de
genes associados ao ciclo celular significativamente enriquecidos e uma rede interconectada de
proteinas e genes (DEGS) diferencialmente expressos associados ao ciclo celular, integrando os
dados moleculares de 1.469 individuos (981 pacientes infectados com SARS-CoV-2 e 488
controles [controles saudaveis ou individuos com outras doencas respiratorias]). A assinatura
do ciclo celular inclui varias ciclinas (CCNs), ciclos de divisdo celular (CDCs), quinases
dependentes de ciclinas (CDKSs) e proteinas de manutencdo de minicromossomos (MCMs) e
predomina nas células sanguineas do paciente, mas ndo nas amostras de swab nasofaringeo.
Além disso, essa assinatura do ciclo celular se associa a gravidade do COVID-19 e as trajetorias
da doenca, sendo altamente regulada em fases graves da doenca e retornando aos niveis normais
pela recuperacdo. Esses resultados fornecem uma compreensdo global Unica de alteracdes
distintas em moléculas associadas ao ciclo celular em pacientes com COVID-19, sugerindo

novas vias putativas para intervencéo terapéutica.
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Anexo Il — Caracterizagéo clinica e laboratorial dos pacientes envolvidos na anélise do

Samples
ITA 0313
ITA 0361
GLO 0067
ITA 0355
ITA 0325
ITA 0371
GLO 0064
GLO 0120
ITA 0317
ITA 0352
ITA 0354
Al 01
GLO 0066

Reference

value

exoma completo.

VM CHCM (Mean
HGB HCT HCM (Medium carpuscular
RBC {Red Blood (Average ( d
Cells) [ ful] (Hemoglobin (Hematocrit Corpuscular Corpuscular hemoglobin
Mg/fdL] %61 Vol upme] [ Hemoglobin) [pg] concentration)
[g/dL]
Samples ERYTHROCITARY SERIES
ITA 0313 501 44026 43,7 87,2 43919 33,6
ITA 0361 528 43936 46,3 87,7 43890 33,3
GLO 0067 4,63 44087 41 BR.6 0 339
ITA 0355 4,88 43845 448 91,8 44104 33,7
ITA 0325 3,97 44023 349 879 43980 33,5
ITA 0371 4,55 43874 389 85,5 29 33,9
GLO 0064 4,37 44055 389 89 43919 32,9
GLO 0120 3,98 43994 37,6 94,5 44043 33,5
ITA 0317 4,89 43996 43,2 B8,3 44103 33,8
ITA 0352 44169 43994 37,2 90,3 44012 33,9
ITA 0354 4,76 43995 39,8 83,6 44010 34,2
Al 01 4,82 43875 44,3 91,9 43980 32,1
GLO 0066 4,46 43964 40,1 89,9 43920 33,7
Men: 44 a 6,6 Men:13al18 Mem:3%a Mem:76a Men: 32 a 36
Men: 27 a 33 pg
Reference Millions/ul g/dl 54% 96 fL g/dl
value
Women: 4,2 a Women: 12a Women: 37 Women: 76 Women: 27 a 33 Women: 32 a
5,4 millions/ul 16 g/dL a48% a 96l P 36 gdL
WBC (White Blood ~NEUTROPHYLO NEUTROPHYLO ~ LYMPHOCITE  LYMPHOCITE  MONOCYTE EOSINOPHIL
ROW-CV (%] Cells) [1043/ul] [1073/ul] [26] [1073/ul] [%] [10°3/uL] MONOCITE [3%] [10%3/ul] L [%]
WEC SERIES
44025 74 5,18 70 1,73 43944 04 43926 0,09 43862
14 6,56 2,29 34,9 2,79 42,5 0,51 44050 0,96 43996
44087 8,85 464 52,4 32 36,2 0,5 43987 0,51 44048
43903 6,68 4,56 683 179 44069 031 43986 0,02 03
44087 7,43 4,43 59,6 2,55 34,3 04 43926 0,05 0,7
43875 5,65 3,14 55,6 2,22 39,3 0,26 43986 0,03 0,5
43965 5,69 35 61,5 1,61 43918 0,46 43838 0,12 43832
43903 7,97 5,29 66,4 2,15 27 0,53 43988 0 0
44086 6,02 3,64 605 178 44011 0,46 43989 014 43892
44024 5,82 287 493 2,00 359 0,46 44081 04 44080
43874 8,09 5,04 62,3 2,14 43977 0,73 9 0,17 43832
43902 7,67 4,6 59,9 2,23 43859 0,45 44079 0,39 43835
44024 11,8 8,43 71,4 1,47 43963 0,9 43989 0,98 43898
Men:11a 16 % 4,000 o 10,000 ul 2,160 0 6,700 uL  54% a 67% 800 a 3,600 ul 200 36% 120 @ 1,000 ul 1010% 40 a 500 ul 1a5%
r;':"'"“ﬂ“ 4000210,000u.  2,160a6,700ul 54%a67%  800a3,600ul  20a36%  12001,000ul  1210% 40as00ul  1a5%
PLT [10°3/uL] PLT FLAGS
Samples PLAQUETARY SERIES
ITA 0313 230 PLATELETARY AGGREGATES
ITA 0361 324 PLATELETARY AGGREGATES
6LO 0067 295 PLATELETARY AGGREGATES
ITA 0355 286 -
ITA 0325 338 .
ITA 0371 199 PLATELETARY AGGREGATES
GLO 0064 182 PLATELETARY AGGREGATES
6LO 0120 224 -
ITA 0317 232
ITA 0352 208 .
ITA 0354 350 PLATELETARY AGGREGATES
Al0L 265 -
GLO 0066 309
Men: 140 000 a 450 000 puL No plateletary aggregates
Reference
value

Women: 140 000 a 450 000 puL

RDW-SD
[fLl

42,7
44,6
438
442
43,6
43,1
45,7
44,6
41,2
41
39,8
40,9
40,9

EOSINOPHI BASOPHIL BASOPHIL

[10%3/u] (%]

[ 0
0,01 02
[ 0
[ 0
[ 0
[ 0
[ [
0 0
[ 0
[ 0
0,01 01
[ 0
0,02 02

0a200ul 0a2%

0o200ul Oa2%

IMMATURE
GRANULOCYT
ES

[10%3/ 51

uLl
0,11 43852
00 | 02
003 03
001 01
0,13 44013
001 02
002 04
001 01
003 05
001 02
004 05
002 03
001 01

o o

o o



Samples
ITA 0313
ITA 0361
GLO 0067
ITA 0355
ITA 0325
ITA 0371
GLO 0064
GLO 0120
ITA 0317
ITA 0352
ITA 0354
Al 01
GLO 0066

Reference
value

UREA (mg/dL)

45

33,7

48,8
434
46,8
43
a0
38
37,9
42
39

Men/Women: 10
e 50 mg/ dL

Renal and Hepatic Profile
ALKALINE
CREATININE (U  ALT(U/Y GGT (U/L) PHOSPHATASE
(mg/dL)
(U]
16 42 45 48 100
12 ag 33 16 46
08 34 39 21 48
07 24 22 19 45
15 38 36 27 72
12 40 39 33 100
15 85 80 57 54
13 39 42 34 65
09 123 129 67 136
08 23 26 15 46
07 33 35 23 43
1 Fr 50 56 111
1 24 21 32 54
Men: 0,7 e Men: <37 Men: < 42 Men: 55 - 149
ng:u L L Men: 12 a 73 U/L U
Wi 06e W < W < Women: 45 -
Limgld UL 320M Women: 82 41U 87 un
Nutrition
Samples Vit D (ng/mL) Zn (pgfdL)
LY 29,51 143
ITAD361 44,37 148
ITA0317 11,27 13
ITA0313 25,58 142
ITA0354 21,9 47
ITA 0355 28,47 48
ITAD352 10,68 123
ITA0325 12,69 33
ITAD371 23,99 &4
GLOO0GT 22,42 52
GLOO0B4 11,72 52
GLO0120 11,7 40
GLO00GE 17,65 41
Reference Men/Women : mmem
value >20-100 ng/mL

Hg/mL

DIRECT
BILIRUBIN
(mg/dL)

0,7
0,5
0,6
0,5

1
0,7
0,7
0,6
0,5
0,6
0,7
0,6
0,6

Men/Wome
n: 0,20 @
1,10 mg/dL

76

;T::;:L TOTAL BILIRUBIN
(mg/dL)
(mg/dL)
07 14
05 1
0,6 1,2
05 1
08 18
0,6 13
1 17
0,7 13
05 1
05 11
0,4 11
0,6 1,2
0,2 08
™ esamer 00
), ),
ma/eL a 0,30 mg/dL



