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Resumo 

DE SOUZA PRADO, C.A. Alterações sistêmicas na assinatura do ciclo celular de pacientes 

com COVID-19. Dissertação (mestrado) Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2022. 

Com base nas perturbações fosfoproteômicas de moléculas associadas ao ciclo celular em 

células infectadas pelo coronavírus causador da síndrome respiratória aguda grave (SARS-

CoV)-2, a hipótese de inibidores do ciclo celular como uma terapia potencial para a doença de 

coronavírus 2019 (COVID-19) foi proposta. No entanto, o cenário das alterações do ciclo 

celular em COVID-19 permanece inexplorado. Aqui, realizamos uma análise integrativa de 

sistemas imunológicos de proteoma publicamente disponível (espectrometria de massa) e dados 

de transcriptoma (sequenciamento de RNA em massa e de célula única [scRNAseq]), com o 

objetivo de caracterizar mudanças globais na assinatura do ciclo celular de pacientes com 

COVID-19. Além de módulos de co-expressão de genes significativos enriquecidos associados 

ao ciclo celular, encontramos uma rede interconectada de proteínas diferencialmente expressas 

associadas ao ciclo celular (DEPs) e genes (DEGs) integrando dados moleculares de 1.480 

indivíduos (974 pacientes infectados por SARS-CoV-2 e 506 controles [controles saudáveis ou 

indivíduos com outras doenças respiratórias]). Entre esses DEPs e DEGs estão várias ciclinas 

(CCNs), ciclo de divisão celular (CDCs), quinases dependentes de ciclinas (CDKs) e proteínas 

de manutenção de minicromossomos (MCMs). Embora os pacientes com COVID-19 

compartilhem parcialmente o padrão de expressão de algumas moléculas associadas ao ciclo 

celular com outras doenças respiratórias, eles exibiram uma expressão significativamente maior 

de moléculas associadas ao ciclo celular relacionadas à gravidade da doença. Notavelmente, a 

assinatura do ciclo celular predominou nos leucócitos do sangue dos pacientes, mas não nas 

vias aéreas superiores. Os dados de scRNAseq de 229 indivíduos (159 pacientes com COVID-

19 e 70 controles) revelaram que as alterações das assinaturas do ciclo celular predominam nas 

células B, T e NK. Esses resultados fornecem uma compreensão global única das alterações nas 

moléculas associadas ao ciclo celular em pacientes com COVID-19, sugerindo novas vias 

putativas para intervenção terapêutica. 

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 São 

Paulo, São 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. Introdução 

Infecções causadas pelo coronavírus 2 causador da síndrome respiratória aguda grave 

(SARS-CoV-2)(BRODIN, 2021) se espalharam pelo mundo, resultando na pandemia da doença 

de coronavírus 2019 (COVID-19) (CHOI; SMITH, 2021; PARASHER, 2021; POLLARD; 

MORRAN; NESTOR-KALINOSKI, 2020; SANYAOLU et al., 2021). Embora mais de 11,8 

bilhões de doses de vacina tenham sido administradas em todo o mundo (24 de maio, painel da 

OMS COVID-19), com uma redução 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 saúde global. De fato, aproximadamente duas mil 

mortes diárias em todo o mundo podem ser atribuídas ao COVID-19 (COVID LIVE - 

CORONAVIRUS STATISTICS - WORLDOMETER, [s.d.]). Essa ameaça recorrente à saúde 

humana continua sendo uma necessidade urgente de entender melhor os mecanismos 

imunológicos do hospedeiro desencadeados pela infecção por SARS-CoV-2 e identificar novos 

alvos terapêuticos. A dinâmica de transmissão da SARS-CoV-2 ocorre por meio de gotículas 

respiratórias infectadas com a partícula viral, atingindo principalmente a mucosa nasal. Sabe-

se que as vias aéreas superiores e a orofaringe do hospedeiro possuem a maioria dos receptores-

alvo para o desencadeamento da infecção(CEVIK et al., 2020; SUNGNAK et al., 2020). 

Coronavírus (CoVs) são vírus da família Coronaviridae, envelopes positivos para RNA de fita 

simples(BRODIN, 2021), e têm diferentes hospedeiros, incluindo pássaros, gado e humanos. A 

transmissão de pessoa para pessoa ocorre através da passagem de gotículas respiratórias e 

aerossóis(CEVIK et al., 2020; CORMAN et al., 2018; SOLA et al., 2015). Ao entrar no corpo, 

os coronavírus precisam promover a ligação específica entre sua proteína 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 intrínsecos do hospedeiro, que desempenham um papel 

fundamental no combate à infecção, são regulados por genes que podem sofrer alterações por 

mutações mendelianas e são altamente variáveis entre os indivíduos, o que pode ser observado 

por diferentes vias de respostas imunes em indivíduos com infecções causadas pelo mesmo 

patógeno(CASANOVA et al., 2020). 

A gravidade do quadro clínico de infecções por SARS-CoV-2 se estende de 

assintomática a fatal, e existem várias formas clínicas de COVID-19, evidenciando que não 

apenas a captação viral e os fatores de virulência, mas também a eficiência da resposta do 
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hospedeiro desencadeada pela infecção é de grande importância(LI et al., 2022a). Um 

importante mecanismo hospedeiro descrito na infecção por SARS-CoV-2 é uma intensa 

resposta inflamatória caracterizada pelo aumento da secreção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias IL-6, IFNγ, MCP1 e IP-10 no sangue de pacientes afetados(LIEBERMAN et al., 

2020). A secreção dessas citocinas e quimiocinas aciona o recrutamento de células imunes do 

sangue para o local da infecção, a fim de combater o patógeno. Na maioria dos indivíduos, as 

células recrutadas eliminam a infecção no pulmão, a resposta imune diminui e os pacientes se 

recuperam. No entanto, em alguns pacientes, ocorre uma resposta imune disfuncional, que 

desencadeia uma série de citocinas que medeiam a inflamação pulmonar generalizada(ZHANG 

et al., 2020). Neste contexto, a infecção pelo SARS-CoV-2 exibe uma diferença altamente 

interindividual no resultado da doença. A forma grave de COVID-19 está associada à 

desregulação imunológica caracterizada por baixa expressão de HLA-DR mediada por IL-6 e 

linfopenia, associada à produção sustentada de citocinas e hiperinflamação(GIAMARELLOS-

BOURBOULIS et al., 2020).  Diversos estudos clínicos demonstram altas concentrações 

plasmáticas de citocinas pró-inflamatórias em pacientes graves infectados por SARS-CoV, 

sendo sugerido que a gravidade da doença esteja associada a uma resposta inflamatória 

sistêmica. Têm sido observados em vários casos uma produção desregulada de células, com a 

ocorrência de linfopenia e neutrofilia em pacientes graves, e uma liberação 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, doenças crônicas, infecções secundárias e altos 

marcadores inflamatórios sanguíneos como troponina C, mioglobina, proteína C reativa e IL-6 

são indicadores de complicações por COVID-19 (STRABELLI; UIP, 2020). Além disso, a 

gravidade da doença está associada a comorbidades como diabetes, doenças pulmonares 

crônicas, doenças renais, hipertensão ou doenças cardiovasculares. Essas condições preexistentes 

podem prejudicar a resposta imune ou amplificar respostas pró-inflamatórias que afetam a 

evolução benigna do quadro de pacientes com COVID-19, culminando em resultados graves e 

fatais(CHIAPPETTA et al., 2020).   

 Esse estado pró-inflamatório crônico poderia levar à redução de funções imunes celulares 

em macrófagos e em linfócitos(YANG et al., 2020), denominado exaustão celular.  Assim, 

tornando os indivíduos afetados por um estado de maior susceptibilidade a infecções como por 

SARS-CoV-2 e, consequentemente, mais vulneráveis ao desenvolvimento de manifestações mais 

graves da infecção(DOOLEY; CHAISSON, 2009; LI et al., 2022b). Contudo, a cronologia dos 
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eventos imunológicos associados ao desenvolvimento de um fenótipo da COVID-19 leve ou 

grave é complexo e vai desde a ocorrência de linfopenia até a infiltração exacerbada de células 

do sistema imune inata e adaptativas, oriundas da circulação sanguínea para os pulmões(TAY et 

al., 2020).  

 No entanto, há alguns indivíduos previamente saudáveis que desenvolvem a forma 

grave da Covid-19 associada à desregulação imunológica, sugerindo que variações genético 

moleculares nesses indivíduos podem estar subjacentes à susceptibilidade à infecção grave 

por SARS-CoV2.  

 

1.1.  O ciclo celular  

Pacientes com COVID-19 grave têm respostas imunes inatas e adaptativas 

sistemicamente alteradas, caracterizadas por hiperativação 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 presença de altos níveis de autoanticorpos circulantes 

(CABRAL-MARQUES et al., 2022; WANG et al., 2021a). Além disso, a composição alterada 

das populações de granulócitos (neutrofilia e uma diminuição acentuada de eosinófilos e 

basófilos), surgimento de neutrófilos imaturos no sangue periférico(LOURDA et al., 2021), 

assim como a linfopenia (células T CD4+, células T CD8+, células B e células natural killer) 

estão todas ligadas a doenças mais graves. Essas observações sugerem alterações nos 

mecanismos moleculares que orquestram a produção e proliferação celular, incluindo eventos 

associados ao ciclo celular que permanecem pouco caracterizados. 

O ciclo celular é um processo altamente orquestrado que consiste na duplicação de uma 

célula gerando duas células filhas com o mesmo material genético, e é necessário que o 

organismo mantenha estruturas e componentes celulares íntegros, como as fibras do fuso, por 

exemplo, que organizam os cromossomos e os movem durante a mitose, Figura 1 (BAGGA; 

BOUCHARD, 2014; STALLER; BARCLAY, 2021). Para dividir – se, são necessárias etapas 

muito bem definidas e que constituem o ciclo no organismo eucariótico ele é dividido em fases 

ou estágios: fase gap 1 (G1), fase de síntese (S), fase gap 2 (G2) e fase mitótica (M)(D’AVINO; 

GIANSANTI; PETRONCZKI, 2015).   
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Figura 1. Componentes celulares envolvidos na divisão eucariótica. 

 

Fonte: Elaboração própria, criado com BioRender.com.  

 

1.1.2. Interfase 

A interfase pode ser interpretada como uma preparação celular para a divisão, e é 

composta por intervalos sendo G1, S e G2. Esta fase é intensa e composta por intervalos 

cruciais, onde as transições são marcadas pela ativação e inativação de moléculas, que 

funcionam como pontos de verificação (HODGE; RIDLEY, 2016). Essas moléculas são 

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 promoção 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 os 

componentes moleculares que precisará nas etapas posteriores (BANERJEE et al., 2011; 

YUAN et al., 2005). Em S, a célula produz uma cópia completa do DNA em seu núcleo, duplica 

estruturas associadas aos microtúbulos, que são os centrossomos,  que ajudam a separar o DNA 

durante a fase M(BANERJEE et al., 2011; MATELLÁN; MONJE-CASAS, 2020). Precedendo 

a mitose, a fase G2 é o momento em que a célula cresce mais, produz proteínas e organelas, e 

começa a se reorganizar para a mitose(BANERJEE et al., 2011; MEIJER, 2000; 

NASCIMENTO; PARKHOUSE, 2007).  

1.1.3. Fase Mitótica 

A fase mitótica (M), marca o 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 à divisão são nomeados: mitose e citocinese(DOVE et al., 2006; LIU et al., 2017). 

Nessa etapa, o DNA que está contido no núcleo celular se condensa em cromossomos visíveis 

e é separado pelo fuso mitótico, que é um componente especializado e formado por 

microtúbulos. Na fase M, mitose, quatro etapas acontecem: prófase, metáfase, anáfase, e 

telófase(HODGE; RIDLEY, 2016; MELLOY, 2020; ZHANG; LEES, 2001). É preciso notar 

que as células com capacidade mitótica 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. Prófase 

No início da prófase, a célula começa a remodelar algumas estruturas, preparando o 

ambiente para a divisão dos cromossomos. Assim, ocorrem os seguintes processos: 

condensação do cromossomo, para facilitar a separação, formação do fuso mitótico, que é uma 

estrutura feita de microtúbulos, as fibras fortes são parte do "esqueleto" da célula e sua função 

é organizar os cromossomos e movê-los durante a mitose, o fuso cresce entre os centrossomos 

à medida que eles se separam(SAMEJIMA et al., 2022; SCHEFFLER et al., 2022). O nucléolo, 

uma parte do núcleo onde são formados os ribossomos, desaparece. Já no final da prófase, o 

fuso mitótico começa a capturar e organizar os cromossomos em etapas: os cromossomos 

concluem a condensação e ficam compactos, há o rompimento do envoltório nuclear e isto 

libera os cromossomos, o fuso mitótico cresce mais, e alguns microtúbulos começam a 

"capturar" os cromossomos(DOVE et al., 2006; MAIATO, 2021). 

1.1.5. Metáfase 

Neste momento todos os cromossomos estão alinhados na placa metafásica, que é um 

termo utilizado para o plano em que os cromossomos estão alinhados. Os cinetócoros, sendo dois 

de cada cromossomo, se ligam aos microtúbulos de polos opostos do fuso (BARISIC; 

RAJENDRAPRASAD; STEBLYANKO, 2021; ORIOLA; JÜLICHER; BRUGUÉS, 2020). 

Precedendo a anáfase, na metáfase a célula vai verificar se todos os cromossomos estão na placa 

metafásica com seus cinetócoros corretamente ligados aos microtúbulos. Essa é uma etapa de 

checagem do fuso e ajuda a garantir que as cromátides irmãs se dividam uniformemente entre as 

duas células-filhas quando se separarem na próxima etapa. A célula interrompe a divisão caso 

um cromossomo não esteja adequadamente alinhado ou ligado, e o problema seja resolvido 

(BARNUM; O’CONNELL, 2014). 
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1.1.6. Anáfase 

O momento em que as cromátides irmãs se separam uma da outra e são empurradas em 

direção às extremidades opostas da célula, é denominado de anáfase. As coesinas, são as 

proteínas "cola" que mantém as cromátides irmãs unidas são quebradas, permitindo que elas se 

separem, cada par de cromossomos são puxados em direção aos polos opostos da célula (PINES, 

1999; VUKUŠIĆ; BUĐA; TOLIĆ, 2019). A célula se torna fisicamente mais longa, devido aos 

microtúbulos não ligados aos cromossomos se alongam e se empurram mutuamente. 

1.1.7. Telófase 

Quando a célula está quase completamente dividida, marca o início da telófase, e começa 

a reestabelecer sua conformação normal à medida que a citocinese se inicia(MOURA; CONDE, 

2019). Na telófase os processos envolvem a divisão do fuso mitótico, são formados dois novos 

núcleos sendo um para cada conjunto de cromossomos, há o reaparecimento nucleares e dos 

nucléolos e a desncondensação 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 começa assim que a mitose termina, com certa sobreposição, (Figura 2) 

(DOVE et al., 2006).  
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Figura 2 Cronologia dos eventos que envolvem o ciclo celular, da interfase à citocinese. 

 

Fonte: Elaboração própria, 2022. Criado com BioRender.com. 

 

Assim, os vírus utilizam diversas estratégias e alvos moleculares para criar condições 

favoráveis à replicação (FAN; SANYAL; BRUZZONE, 2018; YODER et al., 2017) 

interferindo nos processos do ciclo da célula hospedeira (NASCIMENTO; PARKHOUSE, 

2007; SU et al., 2020). Vírus como influenza, herpes e coronavírus (SARS-CoV-2 e coronavírus 

murino/vírus da hepatite do camundongo) interferem em diferentes pontos de verificação do 

ciclo celular. Esses vírus promovem ou impedem a progressão do ciclo celular interrompendo 

a síntese de proteínas (transição G0/G1), a duplicação do DNA (fase G1/S) ou a divisão celular 

(fase G2/M)(COLEMAN; MARSHALL; OLSON, 2004; LI et al., 2011; PALMISANO et al., 

2017).  
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1.2. Mecanismos de evasão viral 

Os vírus se comportam como parasitas intracelulares que dependem dos recursos da 

célula hospedeira para replicação, e o 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 infecção depende da genética 

do hospedeiro e apresenta sintomas e morbidades variados, nos casos mais graves leva à 

destruição de vários tecidos. Patógenos de alto interesse clínico exploram vias e processos 

celulares modulando a maneira como a célula responde a estímulos externos e internos, criando 

um ambiente favorável para sua propagação(LOWREY; CRAMBLET; BENTZ, 2017; 

SURYAWANSHI et al., 2021). Estudos anteriores com modelos celulares de células 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), disponíveis na Tabela 1, 

demonstraram diferentes subversões de outros tipos virais, como por exemplo a subversão do 

vírus do papiloma humano (HPV), o vírus da dengue (DENV), o vírus da febre amarela (YFV), 

o vírus Ebola (EBOV) e o vírus aviário da bronquite infecciosa causada por coronavírus 

(IBV)(CIGNO et al., [s.d.]; DOVE et al., 2006; FAN; SANYAL; BRUZZONE, 2018, 2018; 

SANYAL, 2020). Dentre os tipos de subversão em geral, os estudos com tipos virais apontam 

para subversão da parada do ciclo celular em linfócitos T ou B, onde há inibição da expansão 

clonal, há também subversão, para vírus carcinogênicos, que antagonizam os checkpoints do 

ciclo celular para transformação do ambiente (STALLER; BARCLAY, 2021).  

 Desde 2008, com a revolução na genômica graças a técnicas como Next Generation 

Sequencing (NGS) e RNA sequencing, os estudos de transcriptoma abriram uma discussão sobre 

o vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1), e outros vírus, incluindo vírus de caráter 

oncogênico, sobre a possível manipulação 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 interferências por outros tipos virais de acordo 

com outros estudos 

 

 

2. HIPOTESE 

Nossa hipótese é que a infecção por SARS-CoV-2 induz alterações sistêmicas nas 

moléculas associadas ao ciclo celular em pacientes com COVID-19 que se associam a 

gravidade da doença.  

 

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 são notificados a cada 24 horas, desses 33 mil só no Brasil.  

Além disso, a Organização Mundial da Saúde prevê a PHSM (Saúde Pública e Medidas 

Sociais)(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022) que são protocolos desenvolvidos pelo 

órgão que regulamentam medidas tomadas por países, territórios e áreas que impõem, de forma 
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individual, essas regras ou diretrizes de acordo com o número de casos da região para limitar a 

propagação do coronavírus. Somado a isso, a fisiopatologia de COVID-19 permanece pouco 

esclarecida impedindo o desenvolvimento de alvos terapêuticos, além dos impactos, 

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

Nesse contexto, um grande esforço global tem sido empregado para desenvolver técnicas 

e estudos para que se ampliem aspectos associados a COVID-19(ANDREAKOS et al., 2021; 

BOUHADDOU et al., 2020) e medidas mais efetivas possam ser tomadas, evitando a 

propagação, o impacto ambiental, social e humano(GIBBONS et al., 2022; PIZARRO-ORTEGA 

et al., 2022). Nos últimos anos, as ferramentas de sequenciamento(CABRAL-MARQUES et al., 

2022; UNTERMAN et al., 2022) apontaram grandes avanços sendo uma estratégia valiosa para 

estudar a heterogeneidade celular em muitos campos, como por exemplo o da virologia e a sua 

interação com o hospedeiro humano. Constituindo - se uma avaliação através das análises 

bioinformáticas, as ciências “ômicas”(FREIRE et al., 2021; SCHIMKE et al., 2022) possibilitam 

analisar variações em genes, proteínas e metabólitos, a fim de fornecer um perfil do organismo 

de forma ampla e capaz de predizer, alterações em componentes celulares, moleculares, vias e 

processos biológicos. Os ensaios in sílico produzem uma resposta biológica dada pelo organismo, 

sendo uma forma de verificar como se dá a progressão, ou quais os eventos que a conferem 

(LÓPEZ-CORTÉS et al., 2021; RATO et al., 2017). 

Tendo como ponto o fato das vias de sinalização se conectarem a genes alvos, nas fases 

do ciclo celular (BERTOLI; SKOTHEIM; DE BRUIN, 2013; DALTON, 2015) e desenvolverem 

a ativação de programas de transcrição que direcionarão o destino da célula, os estudos se voltam 

não só para genética do hospedeiro, mas também para a maquinaria adquirida pelos 

coronavírus(BAGGA; BOUCHARD, 2014). 

Os coronavírus possuem uma característica comum em suas infecções que consiste em 

manipular o ciclo celular do hospedeiro para replicação viral(SU et al., 2021). Os estudos 

recentes, envolvendo o ciclo celular humano, basearam – se na hipótese de inibidores do ciclo 

celular como terapia potencial para a doença de Coronavírus 2019 (COVID-19), e em paralelo 

outros estudos consideraram a genética do hospedeiro(ANDREAKOS et al., 2021; BARNUM; 

O’CONNELL, 2014; MATELLÁN; MONJE-CASAS, 2020) como um fator crucial para o 

desenvolvimento da COVID-19 grave. O mecanismo de manipulação de SARS-CoV-2, em 

relação aos distúrbios do ciclo celular no hospedeiro humano, ou em que estágio ele estaria 

intervindo, não é amplamente conhecido e continua a ser explorado(CORMAN et al., 2018; 

SANYAL, 2020). Dessa forma, buscamos entender como alterações moleculares associadas ao 
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ciclo celular do hospedeiro durante a resposta ao SARS-CoV-2 está associada ao 

desenvolvimento da gravidade da COVID-19. 

 

4. Objetivos 

Objetivo Geral 

Realizar uma análise integrativa de dados ômicos (transcriptômicos, proteômicos e 

genômicos) de pacientes com COVID-19 para compreendermos as redes moleculares associadas 

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

 

Objetivos específicos  

Integrar dados ômicos de RNAseq de repositórios públicos a fim de identificar padrões e 

características genético-moleculares que indiquem especificidade para COVID-19 em 

comparação a outras doenças, controles saudáveis e controles negativos. 

 

5. Materiais e Métodos 

5.1. Curadoria de dados transcriptômicos e análise de expressão gênica diferencial  

Pesquisamos no repositório público de dados genômicos 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 seleção do estudo foi realizada conforme descrevemos recentemente 

(SCHIMKE et al., 2022) seguindo as diretrizes de meta-análise para obter análises 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 leucócitos de sangue periférico total (PBL) (GSE157103)(OVERMYER et al., 

2021), e dois de swabs nasofaríngeos (GSE152075 e GSE156063)(LIEBERMAN et al., 2020; 

MICK et al., 2020). No total, dados de transcriptoma de 717 amostras COVID-19 e 359 amostras 

não COVID-19 (incluindo controles saudáveis e pacientes com outras doenças infecciosas) 

foram incluídos em nossa análise (Figura 3, primeiro quadrante). As contagens de leitura foram 

transformadas em contagens log2 por milhão (CPM), e os genes expressos diferencialmente 

(DEGs) entre os grupos foram identificados usando o pipeline DESeq2(LOVE et al., 2015) 
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através do NetworkAnalyst 3.0(ZHOU et al., 2019) plataforma de bioinformática. Os DEGs de 

cada conjunto de dados foram determinados aplicando os pontos de corte estatísticos 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 análise de dados proteômicos  

Dados proteômicos de amostras de plasma, soro e  swab de pacientes com COVID-19 e 

não COVID-19 foram selecionados de estudos relatados anteriormente (OVERMYER et al., 

2021; VANDERBOOM et al., 2021; ZHANG et al., 2020). Esses dados estão disponíveis em 

Proteome X change (http://www.proteomexchange.org/) (VIZCAÍNO 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 análise de proteoma 

incluiu um total de 191 amostras COVID-19 e 71 amostras não 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 abundância de 

proteína bruta foram quantificados, normalizados e log2 transformados. As diferenças na 

expressão de proteínas entre pacientes com COVID-19 e não COVID-19 foram calculadas 

usando o Método de Fisher (HUO et al., 2020) usando a plataforma computacional Perseus 

para análise abrangente de dados de proteômica(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 proteínas 

diferencialmente expressas. 

 

5.3. Análise de Célula única (RNASeq)  

Os conjuntos de dados de célula única 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 

(v 4.1.1). No total, esses estudos contêm 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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análises adicionais. As características expressas em menos de três células foram removidas na 

análise. As células com <15% de UMIs derivadas do genoma mitocondrial foram removidas. 

Após a filtragem de qualidade, as matrizes de expressão gênica foram processadas através do 

pipeline de processamento padrão da Seurat(HAO et al., 2021). O ponto de corte para DEGs 

significativos correspondia a um valor de p ajustado <0,05 

 

5.4. A associação de meta-DEGs associados ao ciclo celular com a gravidade da doença 

Usamos o ImpulseDE2, um modelo de variação 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 trajetória da doença 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; RINGNÉR, 2008) e medir o 

poder de estratificação dos DEGs associados ao ciclo celular na distinção da gravidade do 

COVID-19 em PBMCs, PBLs e swabs nasofaríngeos usando as funções R prcomp e princomp 

por meio do pacote fatoextra (Análise de Componente Principal em R: prcomp vs. 

princomp)(KASSAMBARA, 2017). Além disso, empregamos modelo de floresta aleatória 

(random forest), um algoritmo de aprendizado de máquina, para classificar a importância dos 

DEGs associados ao ciclo celular para discriminar pacientes com COVID-19 de acordo com a 

gravidade da doença (COVID-19_ICU versus COVID-19_nonICU) e de outras doenças 

respiratórias graves (COVID-19). 19_ICU versus não COVID-19_ICU) conforme descrito 

anteriormente(CABRAL-MARQUES et al., 2022). Treinamos o modelo de floresta aleatória 

(random forest) usando as funcionalidades do pacote R randomForest (versão 4.6.14)(LIAW; 

WIENER, [s.d.]). Cinco mil trees foram utilizadas e três variáveis foram mostradas novamente. 

A análise de acompanhamento foi realizada com a diminuição de Gini, número de nós e 

profundidade mínima média como critérios para determinar a importância da variável. A 

adequação do modelo de floresta aleatória (random forest) como classificador foi avaliada por 

meio da taxa de erro out-of-bags e da curva ROC. Para validação cruzada, dividimos o conjunto 

de dados em conjuntos de treinamento e teste, usando 75% das observações para treinamento e 

25% para teste. 
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Figura 3 Visão geral do estudo e número total de genes e proteínas diferencialmente expressos 

por grupo de estudo. 

 
(a) Número total de indivíduos por grupo (COVID-19 e controles) incluídos no estudo. Os grupos de controle são 

compostos por controles saudáveis e indivíduos com outras infecções, incluindo outras doenças respiratórias agudas 

virais (OV-ARI), outras doenças respiratórias agudas não virais (OnV-ARI), outras pneumonias, influenza e 

coronavírus sazonal que não SARS- CoV-2 (CoV). (b) Visão esquemática resumindo os conjuntos de dados 

transcriptômicos e proteômicos usados neste estudo. *Indica o conjunto de dados que forneceu dados de 

transcriptoma e proteoma dos mesmos indivíduos.  

 

 

5.5. Meta-análise de conjuntos de dados de expressão gênica 

Uma meta-análise abrangente de conjuntos de dados de expressão gênica foi realizada 

por meio do NetworkAnalyst 3.0(ZHOU et al., 2019) usando parâmetros padrão. 

Resumidamente, os conjuntos de dados GSE157103 e GSE152418 foram ajustados para efeito 

de lote e meta-DEGs foram visualizados por PCA e gráficos de densidade. Usamos o Método 

de Fisher para obter valores de p combinados para integração de informações. Usamos um 

volcano plot e um gráfico de Ridgeline para exibir os meta-DEGs e visualizamos sua 

distribuição de fold-change nas vias enriquecidas, respectivamente. A distribuição da expressão 

gênica foi baseada na média de log2 fold-change. Um mapa de calor de agrupamento 

Suppl. Figure 1: Study overview and total number of differentially expressed genes and proteins by study group. (a) Total

number of individuals by group (COVID-19 and controls) included in the study. Control groups are composed of healthy controls
and individuals with other infections, including other viral acute respiratory illnesses (OV-ARI), other non-viral acute respiratory

illnesses (OnV-ARI), other pneumonia, influenza, and seasonal coronavirus other than SARS-CoV-2 (CoV). (b) Schematic view

summarizing the transcriptomic and proteomic datasets used in this study. *Indicates the dataset which provided transcriptome and

proteome data from the same individuals.

a b
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hierárquico visualizou os padrões de expressão gênica associados aos processos do ciclo 

celular. 

 

5.6. Enriquecimento e análise funcional e visualização de dados 

Para realizar a análise de enriquecimento para diferentes conjuntos de DEGs, usamos o 

ClusterProfiler(YU et al., 2012) Pacote R no R studio Versão 1.4.1106 (RStudio; 

https://www.rstudio.com) e Enrichr (CHEN et al., 2013; KULESHOV et al., 2016) ferramenta 

on-line. A análise de enriquecimento de proteínas 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 semelhança 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 estúdio. Os gráficos em boxplots mostram os diferentes níveis de 

expressão de genes associados ao ciclo celular de diferentes coortes foram gerados usando os 

pacotes R ggpubr, lemon e ggplot2 no R studio. As diferenças estatísticas nos níveis de 

expressão gênica foram avaliadas usando um teste de soma de classificação de Wilcoxon 

bilateral, conforme descrito anteriormente(WANG et al., 2021a). Além disso, os módulos de 

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

 

5.7. Análise de Componente Principal 

 Realizamos uma Análise de Componentes Principais (PCA)(LEVER; KRZYWINSKI; 

ALTMAN, 2017; RINGNÉR, 2008)  para medir o poder de estratificação dos DEGs associados 

ao ciclo celular na distinção da gravidade do COVID-19 em PBMCs, PBLs e swabs 

nasofaríngeos usando as funções R prcomp e princomp por meio do pacote fatoextra (Análise 

de Componente Principal em R: prcomp vs. princomp)(KASSAMBARA, 2017). 

 

5.8. Análise do interactoma 

 Para análises abrangentes de rede e interagente, usamos o NAViGaTOR 3.0.14(BROWN 

et al., 2009) software para construir uma rede visualizando interações físicas proteína-proteína 

entre as moléculas associadas ao ciclo celular obtidas de nossa análise ômica. As moléculas 

associadas ao ciclo celular foram usadas como entrada no Banco de Dados de Interações 

Integradas (IID versão 2021-05; http://ophid.utoronto.ca/iid)(KOTLYAR et al., 2022) para 
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identificar interações físicas diretas de proteínas. 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. Análise de correlação 

Utilizamos os datasets GSE157103(OVERMYER et al., 2021) e 

GSE152418(ARUNACHALAM et al., 2020)  para realizar a análise de correlação entre os 

genes associados ao ciclo celular, ou seja, os 10 principais meta-DEGs com a pontuação mais 

alta prevendo a gravidade do COVID-19, conforme obtido na análise 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 correlação de 

Spearman. 

 

5.10. Sequenciamento completo do Exoma 

 Para a análise do exoma, incluímos 13 pacientes brasileiros que desenvolveram doença 

sintomática e reincidente por COVID-19, antes de receber qualquer vacina para SARS-CoV-2. 

Dados e detalhes do paciente e sintomas foram descritos na Tabela 2 os exames laboratoriais 

estão dispostos no Anexo II.  
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Tabela 2: Características clínicas e biológicas dos indivíduos envolvidos no estudo. 

 

 

 O Laboratório de Bioquímica e Imunologia Clínica da Universidade Federal de Sergipe 

(LaBiC-Immun) obteve o diagnóstico por RT-PCR e coletou amostras de sangue e soro para 

análise do exoma.  

Após a extração do DNA, a preparação 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 ligação fora do 

alvo, maximizando a cobertura. A execução de sequenciamento foi realizada no NovaSeq6000 

Illumina. 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 inteligência artificial Sophia DDM ®(CAMPANELLA et al., 2020; KYRIAZIS et 

al., 2019; VENDRELL et al., 2018). Dessa análise, foram extraídos genes, que atendiam aos 

scores aplicados de acordo com as diretrizes da Escola Americana de Genética Médica e 

Genômica (ACMG, American School of Medical Genetics and Genomics)(RICHARDS et al., 

2015), associados ao ciclo celular e nas categorias A (Altamente Patogênico) e B (Patogênico) 

e os representamos utilizando o software Circus (http://circos.ca/)(KRZYWINSKI et al., 2009).  
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6. Resultados 

6.1. Identificação de moléculas associadas ao ciclo celular em diferentes grupos de 

pacientes com COVID-19.  

Realizamos uma análise cruzada de 9 conjuntos de dados disponíveis publicamente, 

incluindo 1.212 indivíduos, dos quais 808 eram positivos para SARS-CoV-2 e 404 eram 

controles negativos para SARS-CoV-2 (saudáveis ou indivíduos com outras doenças 

respiratórias) (Figura 3).  

Proteínas diferencialmente expressas (DEPs) foram obtidas a partir de cinco conjuntos 

de dados proteômicos gerados por espectrometria de massa (MS), cada um obtido de plasma, 

soro e PBMCs, enquanto dois usaram swabs nasofaríngeos. 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 nasofaríngeos. 

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 hipótese, 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) são moléculas associadas ao ciclo celular (Figura 4b), incluindo vários comuns 

DEPs e DEGs (Figura 4c).  
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Figura 4: Número de genes e proteínas diferencialmente expressos em todas as coortes de 11 

conjuntos de dados. 

 a-b) Número total (a) e número de genes diferencialmente expressos (DEGs) e proteínas diferencialmente 

expressas (DEP) associados ao ciclo celular (b) upreguladas e downreguladas resultantes da comparação de 

indivíduos COVID-19 com o respectivo grupo de controle de cada conjunto de dados. c) Gráfico de Circos 

mostrando a interação de DEGs e DEPs associados ao ciclo celular. Cada coorte de estudo é indicada por números 

de acordo com a legenda da figura mostrada em (a). A espessura da linha indica o número de DEGs/DEPs 

compartilhados entre as diferentes coortes. A coorte de estudo 4, 5 não tinha nenhuma das 302 moléculas comuns 

associadas ao ciclo celular e, portanto, foi omitida no gráfico circos.  
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A Figura 5 mostra a interseção 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 possível 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 o SARS-CoV-2. 

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

 

(a) Interseção de moléculas associadas ao ciclo celular (genes e proteínas) obtidas dos diferentes conjuntos de 

dados ômicos. (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 nós representa os processos biológicos de ontologia gênica 

(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 são indicadas em azul escuro e os 

Figura 1

Figura1. Rede interativa de integração de dados multi-ômicas de moléculas associadas ao ciclo celular. (a) Intersecção de moléculas
associadas ao ciclo celular em conjuntos de dados multi-ômicos. (a) Gráfico invertido mostrando a interseção de moléculas associadas ao

ciclo celular (genes e proteínas) obtidas dos diferentes conjuntos de dados ômicos. (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 nós representa processos biológicos de

ontologia gênica (GO) de acordo com a legenda da figura. As moléculas marcadas em vermelho representam os DEGs dos conjuntos de

dados do transcriptoma sanguíneo, as moléculas do transcriptoma do swab são indicadas em azul escuro e os DEPs resultantes dos conjuntos
de dados do proteoma são marcados em roxo. Moléculas que estavam sobrepostas nos dados ômicos são escritas em preto. A rede completa

compreende 1.538 proteínas e 2.522 interações físicas diretas.

a

b
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DEPs resultantes dos conjuntos de dados do proteoma são marcados em roxo. Moléculas que estavam sobrepostas 

nos dados ômicos são escritas em preto. A rede completa compreende 1.538 proteínas e 2.522 interações físicas 

diretas. 

 

6.2. A infecção por SARS-CoV-2 altera sistemicamente a expressão de genes e 

proteínas associados ao ciclo celular 

Em seguida, analisamos os dados proteômicos de plasma, soro, PBMCs e swabs 

nasofaríngeos 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 ).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

32 

Figura 6. Interação proteína-proteína e enriquecimento funcional indicando alterações 

moleculares do ciclo celular.  

 

(a) Visão geral esquemática mostrando o número, classificação de pacientes, coortes de controle de cada conjunto 

dados usados para análise de dados proteômicos. (a-b) O interactoma de DEPs totais (nós cinzas) se fundiu a todas 

as coortes de estudo e vias enriquecidas associadas (nós azuis) por (b) DEPs upregulados e (c) downregulados. As 

bordas cinza refletem DEPs e interações de vias. A rede de interação foi visualizada usando o NAViGaTOR. Nós 

maiores representam conjuntos de genes maiores. O tamanho dos quadrados aumenta de acordo com o número de 

proteínas por vias enriquecidas 

a

b

Figure 2. Protein-protein interaction and functional enrichment indicating molecular alterations of the cell cycle. (a) Schematic
overview showing number and classification of patient and control cohorts of each dataset used for proteomic data analysis. (a-b) The

interactome of total DEPs (grey nodes) merged from all study cohorts and associated enriched pathways (blue nodes) by (b) upregulated and

(c) downregulated DEPs. Grey edges reflect DEPs and pathway interactions. The interaction network was visualized using NAViGaTOR.

Bigger nodes represent larger gene sets. The size of the squares increases according to the number of proteins by enriched pathways.

c
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Essa abordagem revelou que o número total de DEPs e a quantidade de DEPs associados 

ao ciclo celular variaram consideravelmente entre os conjuntos de dados estudados. Esses DEPs 

totais enriquecem vários processos geneticamente associados, como ligação de nucleotídeos, 

processamento/splicing de mRNA, processo metabólico de mRNA e complexo de 

ribonucleoproteína (Figura 7a). Os DEPs associados ao ciclo celular regulados positivamente 

enriquecem as vias de sinalização envolvidas nas estruturas do cinetócoro, segregação 

cromossômica, divisão nuclear mitótica, ciclo celular mitótico e organização de organelas 

(Figura 7b). Da mesma forma, as DEPs associadas ao ciclo celular reguladas negativamente 

enriquecem as vias de sinalização, como aquelas relacionadas à atividade do proteassoma, 

endopeptidases, ribossomos e processos catabólicos de proteínas (Figura 7b e 7c). Vinte e 

quatro DEPs associados ao ciclo celular foram compartilhados entre pelo menos duas das seis 

coortes (Figura 7d). 
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Figura 7: A abordagem proteômica aponta para alterações moleculares do ciclo celular. 

(a) Rede mostrando relacionamentos (bordas) de caminhos enriquecidos (nós) por DEPs totais mesclados de todas 

as coortes de estudo. Os nós mais escuros são conjuntos de genes mais significativamente enriquecidos. Nós 

maiores representam conjuntos de genes maiores. Bordas mais grossas representam genes mais sobrepostos. (b-c) 

Gráfico 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 círculos corresponde ao -log10 do valor de 

p ajustado e a cor indica o log2 fold change de cada variável. 
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Suppl. Figure 3: Proteomic approach points to molecular alterations of the cell cycle. (a) Network showing relationships

(edges) of enriched pathways (nodes) by total DEPs merged from all study cohorts. Darker nodes are more significantly
enriched gene sets. Bigger nodes represent larger gene sets. Thicker edges represent more overlapped genes. (b-c) Lollipop

graphic showing enriched pathways by cell cycle associated (b) upregulated and (c) downregulated DEPs merged from all study

cohorts (described in Supplementary Table S3). (d) Bubble heatmap of common DEPs between at least two of the five

proteome datasets. The size of the circles corresponds to the -log10 of the adjusted p-value and the color indicates the log2 fold

change of each variable.
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Esses resultados sugeriram que há uma mudança sistêmica nas moléculas e vias 

associadas ao ciclo celular, que também encontramos no nível transcricional ao realizar análises 

de co-expressão modulares abrangentes para buscar conjuntos de genes coexpressos e vias 

enriquecidas que possivelmente são associados ao ciclo celular através dos conjuntos de dados 

de transcriptoma sanguíneo 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 módulos de genes coexpressos que parecem trabalhar juntos ou 

regulados de forma semelhante durante a resposta imune ao SARS-CoV-2. Entre eles, os 

módulos 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 análise de sobre representação desses dois módulos revelou uma variedade 

de vias comumente enriquecidas, incluindo aquelas relacionadas a pontos de verificação, como 

o ponto de verificação do fuso mitótico e o ponto de verificação G2/M, bem como outras vias 

relacionadas ao ciclo celular, como o G1-G1 mitótico fases /S e M e proteínas RHO GTPase. 

Esses módulos enriquecidos contêm 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 BUB1B. Esses achados 

indicam alterações moleculares substanciais do ciclo celular durante a resposta imune ao SARS-

CoV-2. 
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Figura 8. Redes modulares de co-expressão de genes de transcriptomas sanguíneos de COVID-

19 associadas ao ciclo celular. 

 
(a) Figura esquemática indicando o número de amostras do conjunto de dados PBL (GSE157103) e mapa de calor 

de bolhas mostrando o enriquecimento do conjunto de genes de cada atividade do módulo de indivíduos com ou 

sem COVID-19. O tamanho e a cor do círculo refletem o escore de enriquecimento normalizado (NES), conforme 

determinado pelo CEMiTool. (b) Rede de genes do módulo de co-expressão M3 mostrando os genes mais 

conectados (hubs) destacados dentro de retângulos. O tamanho do nó é proporcional ao seu grau de interatividade. 

Gráfico de barras indicando os dez principais caminhos enriquecidos da análise de sobre-representação do módulo 

M3. (c) Figura esquemática indicando o número de amostras do conjunto de dados PBMC (GSE152418) e mapa 

de calor de bolhas conforme descrito em (a) de indivíduos com COVID-19 e sem COVID-19. (d) Rede do módulo 

M1 mostrando os genes hub e suas interações. Gráfico de barras indicando os dez principais caminhos enriquecidos 

da análise de sobre-representação do módulo M1. 
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Figura 3. Redes modularesde co-expressão de genesde transcriptomassanguíneosde COVID-19 associadas ao ciclo

celular. (a) Figura esquemática indicando o número de amostras do conjunto de dados PBL (GSE157103) e mapa de calor

de bolhas mostrando o enriquecimento do conjunto de genes de cada atividade do módulo de indivíduos com ou sem

COVID-19. O tamanho e a cor do círculo refletem o score de enriquecimento normalizado (NES), conforme determinado

pelo CEMiTool. (b) Rede de genes do módulo de co-expressão M3 mostrando os genes mais conectados (hubs) destacados

dentro de retângulos. O tamanho do nó é proporcional ao seu grau de interatividade. Gráfico de barras indicando os dez

principais caminhos enriquecidos da análise de sobre-representação do módulo M3. (c) Figura esquemática indicando o

número de amostras do conjunto de dados PBMC (GSE152418) e mapa de calor de bolhas conforme descrito em (a) de

indivíduos com COVID-19 e sem COVID-19. (d) Rede do módulo M1 mostrando os genes hub e suas interações. Gráfico de

barras indicando os dez principais caminhos enriquecidos da análise de sobre-representação do módulo M1.
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6.3. A expressão de genes associados ao ciclo celular predomina em leucócitos do 

sangue periférico de pacientes com COVID-19 

Em seguida, investigamos a interseção transcricional entre DEGs de leucócitos do 

sangue periférico de pacientes com COVID-19. Após o ajuste para efeito de lote (batch effect) 

(Figura 9a e 9b), realizamos uma meta-análise para a integração dos conjuntos de dados 

GSE157103 (PBLs) e GSE152418 (PBMCs) resultando em 1.630 meta-DEGs (Figura 9c). A 

análise de enriquecimento desses meta-DEGs revelou principalmente processos do ciclo celular 

entre os 20 principais processos biológicos enriquecidos (Figura 9d), principalmente 

enriquecidos por meta-DEGs regulados positivamente (Figura 9d). Entre outros, os processos 

biológicos significativamente enriquecidos incluem processo do ciclo celular, divisão celular, 

interfase, fases S e M, transição G1/S do ciclo celular mitótico, fase do ciclo celular e pontos 

de verificação do ciclo celular. A Figura 9e exibe o padrão de expressão de 126 meta DEGs 

enriquecendo os processos e estágios do ciclo celular nos conjuntos de dados GSE157103 e 

GSE152418. Por exemplo, entre os meta-DEGs associados ao ciclo celular estão aqueles que 

codificam moléculas como ciclina A1 (CCNA1), B1 (CCNB1), B2 (CCNB2), E1 (CCNE1) e 

E2 (CCNE2). Essas moléculas são reguladoras essenciais da mitose e divisão 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 progressão de uma fase para outra (FOLI et al., 2007; MEIJER, 

2000). Além disso, as moléculas do ciclo de divisão celular CDCs (CDC25A e CDC25C) e 

CDK1 também estiveram presentes como meta-DEGs, que são atores centrais na divisão celular 

interagindo com várias proteínas em vários pontos do ciclo celular (BARNUM; O’CONNELL, 

2014).  
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Figura 9: A meta-análise para a integração de estudos de leucócitos de sangue periférico total 

(GSE157103) e células mononucleares de sangue periférico (GSE152418) revelou a 

predominância de vias enriquecidas do ciclo celular. 

 
(a) PCA e (b) gráficos de densidade mostrando o ajuste do efeito de lote (batch effect) para GSE157103 + 

GSE152418. (c) Resultados da meta-análise exibidos pelo volcano plot, que é baseado no log2 de fold change e no 

p valor da meta-análise realizada para combinar os valores p dos estudos GSE157103 e GSE152418 usando o 

Método de Fisher. Pequenos círculos azuis e vermelhos denotam genes downregulados e upregulados, 

respectivamente. Os círculos pretos mostram genes significativos que estão associados ao processo do ciclo celular, 

indicando que esses genes são principalmente regulados positivamente. (d) Gráfico Ridgeline denotando a 

distribuição fold change das 20 principais vias enriquecidas pelos genes meta significativos, indicando a 
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predominância de vias enriquecidas do ciclo celular em todos os estudos. A distribuição da expressão do gene 

(círculos pequenos cinzas) é baseada na mudança média de log2 de fold change ao longo do processo biológico 

enriquecido. (e) Mapa de calor interativo exibindo o padrão de expressão de genes significativos que estão 

associados ao processo do ciclo celular. 

 

 

6.4. Alterações compartimentadas do sangue nas assinaturas do ciclo celular 

Em seguida, perguntamos se a assinatura do ciclo celular era específica para leucócitos 

do sangue periférico em comparação com a de swabs do trato respiratório superior. Para 

resolver esse problema, realizamos uma meta-análise para a integração de dados de 

transcriptoma de swabs nasofaríngeos obtidos de pacientes com COVID-19 versus controles 

saudáveis usando o conjunto de dados GSE152075(LIEBERMAN et al., 2020) e de pacientes 

com COVID-19 em comparação com pacientes que tiveram outras doenças respiratórias agudas 

virais (OV-ARIs) ou outras IRAs não virais (OnV-ARIs) usando o conjunto de dados 

GSE156063(MICK et al., 2020).  

Apesar da presença de DEGs associados ao ciclo celular significativos (a maioria deles 

com regulação negativa) entre esses estudos (Figura 10a), essa abordagem não revelou vias 

associadas ao ciclo celular significativamente enriquecidas (Figura 10b). Descobrimos que as 

20 principais vias enriquecidas pelos meta-DEGs de swab incluem migração celular, resposta 

inflamatória, ativação de células T, resposta de defesa e vias de sinalização mediadas por 

citocinas, entre outras. Assim como os resultados proteômicos, que também mostram um 

número maior de DEPs associados ao ciclo celular em amostras de PBMC de pacientes com 

COVID-19 em comparação com swabs nasofaríngeos, os resultados de RNAseq indicam a 

singularidade da assinatura do ciclo celular do sangue. Isso é ilustrado ainda pela regulação 

positiva específica de vários DEGs relacionados a pontos de verificação e transição de fase no 

sangue, mas não nas amostras de swab nasofaríngeo de pacientes com COVID-19 em 

comparação com controles saudáveis (Figura 10c). 

De acordo com os resultados do bulk RNAseq, a análise dos dados de scRNAseq revelou 

o mesmo fenômeno 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 nasofaríngeos de pacientes com COVID-19. Em 

contraste, as subpopulações de linfócitos do sangue (B, T e células natural killer) foram as 

células que apresentaram o maior número de meta-DEGs associados à assinatura do ciclo 

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

transcriptomas de swabs nasofaríngeos de pacientes com COVID-19. 

 
(a) Resultados da meta-análise exibidos pelo volcano plot, que se baseia no log2 de fold-change e no valor p da 

meta-análise realizada para combinar os valores p dos estudos GSE156063 e GSE152075 usando o Método de 

Fisher. Pequenos círculos azuis e vermelhos denotam genes downregulados e upregulados, respectivamente. Os 

círculos pretos mostram genes significativos que estão associados ao ciclo celular, indicando que esses genes são 

principalmente regulados negativamente. (b) Gráfico Ridgeline denotando a distribuição de log2 de fold-change 

das 20 principais vias enriquecidas pelos genes meta significativos, indicando a predominância de resposta 

inflamatória, ativação imunológica e de defesa, enquanto nenhuma via enriquecida do ciclo celular nos estudos de 

swab. A distribuição da expressão do gene (círculos pequenos cinzas) é baseada na mudança média de log2 de 

fold-change ao longo do processo biológico 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) Número de DEGs associados ao ciclo celular regulados positivamente 

em diferentes conjuntos de dados de RNAseq de célula única. 

 

6.5. A expressão de meta-DEGs associados ao ciclo celular se associa à trajetória do 

COVID-19 e à gravidade da doença 

Investigamos se os meta-DEGs de leucócitos do sangue periférico relacionados ao 

processo do ciclo celular representam marcadores de COVID-19 grave. Primeiro usamos 

ImpulseDE2, um modelo de variação 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 vários 

genes associados ao ciclo celular expressos de forma significativamente diferencial em PBLs 

de pacientes com COVID-19 ao longo da trajetória da doença (Figura 11). Esses genes são 

altamente expressos durante as fases graves da COVID-19 (pseudotempos da doença, conforme 

caracterizado por Bernardes et al., (BERNARDES et al., 2020b)), reduzindo sua expressão 

durante a recuperação da doença.  
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Figura 11: A expressão de genes associados ao ciclo celular é regulada positivamente durante 

as fases graves da doença COVID-19 e normaliza com a recuperação da doença. 

 
(a) Mapa de calor mostrando a expressão média de 126 genes associados ao ciclo celular em diferentes estágios 

da doença 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- pontuações da expressão média em 

escala por pseudotempo são plotadas e agrupadas hierarquicamente no mapa de calor. Os genes expressos 

diferencialmente (DEGs) na análise longitudinal são indicados com asterisco e os DEGs resultantes da comparação 
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Figure 6: Expression of cell cycle associated genes upregulates during severe COVID-19 disease phases and normalizes with disease
recovery. (a) Heatmap showing the average expression of 126 cell cycle associated genes in different disease stages of COVID-19 patients

(pseudotimes 0 to 7 according to figure legend) using previously published data as reported by Bernardes et al.. Row-wise z-scores of the scaled

mean expression per pseudotime is plotted and hierarchically clustered in the heatmap. Differentially expressed genes (DEGs) in the longitudinal
analysis are denoted with asterisk and DEGs resulting from comparison of COVID-19 versus healthy controls are denoted by + sign according to

adjusted p-value (*/+ p ≤ 0.05, **/++ p ≤ 0.01, ***/+++ p ≤ 0.001). (b) Box plots illustrating the distribution of normalized counts across pseudotimes
(0-7) for 7 genes that are significant in both analysis. Each box plot shows the median with first and third interquartile range (IQR), whiskers

representing minimum and maximum values within IQR, and individual data points.
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de COVID-19 versus controles saudáveis são indicados pelo sinal + de acordo com o valor p ajustado (*/+ p ≤ 0,05, 

**/++ p ≤ 0,01, ***/+++ p ≤ 0,001). (b) Gráficos de caixa que ilustram a distribuição de contagens normalizadas 

em pseudotempos (0-7) para 7 genes que são significativos em ambas as análises. Cada gráfico de caixa mostra a 

mediana com primeiro e terceiro intervalo interquartil (IQR), whiskers representando valores mínimos e máximos 

dentro de IQR e pontos de dados individuais. 

 

Também analisamos se os meta-DEGs associados ao ciclo celular estratificam pacientes 

com COVID-19 por grupos de gravidade da doença e indivíduos com outras doenças 

respiratórias usando o conjunto de dados COVID-19 derivado de PBL 

(GSE157103)(OVERMYER et al., 2021). Primeiro realizamos PCA usando uma abordagem 

de decomposição espectral (RINGNÉR, 2008). Descobrimos que esse meta-DEGs 

estratificaram pacientes com COVID-19 que foram admitidos ou não na unidade de terapia 

intensiva (COVID-19_ICU e COVID-19_nonICU). No entanto, esses meta-DEGs não 

estratificaram indivíduos com outras infecções respiratórias internados em UTI e não UTI. A 

gravidade da doença na admissão na UTI foi definida com base nos escores APACHE II 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: Visão geral esquemática da coorte e classificação da amostra 

 

a-b) Visão geral esquemática do número e classificação clínica de pacientes e coortes de controle de conjuntos de 

dados seq de RNA de transcriptoma sanguíneo 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 doenças respiratórias, também apresenta 

uma sobreposição parcial com outras doenças respiratórias. 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 indivíduos 

com pneumonia bacteriana, vírus influenza, coronavírus sazonal diferente de SARS-CoV-2 

a

b

Suppl. Figure 4: Schematic overview of sample cohort and classification. a-b) Schematic overview of number and

clinical classification of patient and control cohorts from blood transcriptome RNA seq datasets used in this study.
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(sCoV) (Figura 13). Os 28 DEGs associados ao ciclo celular compartilhados que identificamos 

apresentam um padrão de expressão semelhante de upregulation e downregulation em todos os 

grupos de doenças em comparação com controles saudáveis (HC). 

Além disso, realizamos análises florestais aleatórias para identificar os meta-DEGs mais 

relevantes que estratificam COVID-19_ICU de COVID-19_nonICU e COVID-19_ICU de não 

COVID-19_ICU. O modelo de floresta aleatória classificou os dez meta-DEGs associados ao 

ciclo celular mais importantes para essas comparações com base em sua capacidade de 

discriminar entre esses grupos de doenças. A análise 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, SKA1 discriminou COVID19_ICU de não 

COVID19_ICU (Figura 13c). 

Neste contexto, as Figuras 13d e 13e demonstram as curvas estáveis com base no 

número de árvores e taxa out of bag (OOB). As Figuras 13f e 13g mostram as curvas da 

característica de operação do receptor (ROC) exibindo a relação entre as taxas de classificação 

de verdadeiros e falsos positivos. É importante notar que a intensidade da correlação 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 comparação 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 doenças 

respiratórias. 

 
(a) Análise de componentes principais de genes associados ao ciclo celular meta-significativos mostrando a 

estratificação de pacientes com COVID-19 (não_UTI e UTI) de indivíduos com outras infecções do trato 

respiratório (coortes de pacientes do conjunto de dados GSE157103, fig. 14). As elipses de confiança são 

mostradas para cada grupo. Os gráficos de densidade associados ao PCA indicam a distribuição da amostra nos 

eixos. (b-c) Gráfico de pontuação de importância variável obtido por análise de classificação de Random Forest. 

O gráfico de pontuação de importância é baseado na diminuição de Gini e no número (nº) de nós para cada variável 

(meta-DEGs associados ao ciclo celular) indica as 10 principais variáveis com pontuação mais alta na previsão da 

gravidade do COVID-19 ao comparar (b) COVID-19 19 em unidade de terapia intensiva (COVID-19_ICU) versus 

indivíduos com outras doenças respiratórias em UTI (não COVID-19_ICU), bem como (c) COVID-19_ICU versus 

COVID-19_nonICU. Os 10 principais rankers de genes de gravidade do COVID-19 são mostrados por pequenos 

círculos azuis, enquanto os círculos pretos representam aqueles abaixo (com menos importância) dos 10 primeiros. 

(d-e) Curva estável mostrando o número de árvores e fora da bolsa (OOB) taxa de erro da análise de Random 
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Forest. (f-g) Curvas características de operação do receptor (ROC) com uma área sob a curva (AUC) exibindo a 

relação entre as taxas de classificação de verdadeiros e falsos positivos. 

 

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

CoV-2 se sobrepõe a outras doenças respiratórias virais. 

 

(a) Gráfico de barras mostrando o número de DEGs associados ao ciclo celular comparando pacientes com 

COVID-19 e pacientes com outras doenças respiratórias com controles saudáveis (HC) gerados a partir de um 

conjunto de dados de sangue adicional (McClain et al._GSE161731). (b) Gráfico invertido mostrando a interseção 

de DEGs associados ao ciclo celular regulados positivamente e regulados negativamente das coortes de estudo 

mostradas em (a). (c) Mapa de calor de bolhas mostrando o padrão de expressão de 28 DEGs associados ao ciclo 

celular em COVID-19 e outras coortes infecciosas versus HC do conjunto de dados de sangue adicional. O 

tamanho e a cor dos círculos correspondem ao –log10 do valor de p ajustado e à mudança de dobra log2 (log2FC) 

de cada variável, respectivamente. O ponto de corte para genes regulados para cima e para baixo foi log2FC > 1 e 

–log10 of adj. p-value

0    >1,3

a b

Suppl. Figure 5: Blood cell cyclesignature from SARS-CoV-2-infected patientsoverlapswith other viral respiratory illness. (a) Bar plot
showing number of cell cycle associated DEGs comparing COVID-19 patients and patients with other respiratory illnesses with healthy

controls (HC) generated from one additional blood dataset (McClain et al._GSE161731). (b) Upset plot showing the intersection of

upregulated and downregulated cell cycle-associated DEGs from study cohorts shown in (a). (c) Bubble heatmap showing the expression

pattern of 28 cell cycle-associated DEGs across COVID-19 and other infectious cohorts versus HC from the additional blood dataset. The size

and color of the circles correspond to the –log10 of the adjusted p-value and the log2 fold change (log2FC) of each variable, respectively. The
cut-off for up- and downregulated genes was log2FC > 1 and <-1, respectively, and adjusted p-value < 0.05. Rows and columns were grouped

based on the Euclidean distance between log2FC values.
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<-1, respectivamente, e valor de p ajustado < 0,05. As linhas e colunas foram agrupadas com base na distância 

euclidiana entre os valores de log2FC. 

A análise de correlogramas (Figura 15a), mostra a distribuição do coeficiente de 

correlação (Figura 15b) e índice de correlação (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 correlação em COVID-19 grave.  

 
(a) Análise de correlação dos principais rankers associados ao ciclo celular da gravidade do COVID-19 (coortes 

COVID-19 e não COVID-19 do conjunto de dados GSE157103). O coeficiente de correlação de posto de 

Spearman é mostrado de acordo com a barra de escala de cores variando de -1 a 1. (b) Gráficos em boxplots 

mostram a distribuição de valores absolutos (considerando todos os coeficientes de correlação, apesar da direção 

de correlação [+ ou - sinal]) de coeficientes de correlação de Spearman entre as coortes do estudo. Cada gráfico 

de caixa mostra a mediana com primeiro e terceiro intervalo interquartil (IQR), whiskers representando valores 

mínimos e máximos dentro de IQR e pontos de dados individuais. A significância foi determinada usando testes 

de soma de classificação de Wilcoxon bilateral e é indicada por asteriscos (*p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001 e 

****p ≤ 0,0001). (c) Mapa de calor do índice de correlação, que foi obtido para cada gene da seguinte forma: 
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Índice de correlação = {(+ valor de correlação) - ( - valor de correlação)}/número de genes. As barras ao lado do 

mapa de calor representam a soma dos índices de correlação. A barra de escala de cores representa o índice de 

correlação para cada gene. 

 

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

19 

Após a integração dos dados transcriptômicos e proteômicos envolvendo o ciclo celular, 

perguntamos se essas alterações também podem ser detectadas no nível do genoma realizando 

o sequenciamento do exoma inteiro em 13 indivíduos com COVID-19 diagnosticados com base 

em sintomas clínicos e RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 (Figura 16a). As características 

clínicas, laboratoriais desses pacientes estão descritas na Tabela 2 e Anexo II, respectivamente. 

Foram detectadas 3.520 variantes nas categorias A (altamente patogênica) e B (patogênica), 

sendo 105 na categoria A, destas 97 eram INDELs (inserções e deleções) e 8 SNPs 

(polimorfismo de nucleotídeo único), e 3.415 na categoria B, onde 997 eram INDELs e 2.418 

eram SNPs . Desses 13 indivíduos, 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 relação à região cromossômica e a quantidade de 

variante por gene (Figura 16a). 

Quatro indivíduos apresentaram entre 6 e 10 inserções e deleções (INDELs) no gene 

ANAPC1, que é caracterizado pela subunidade 1 do complexo promotor da anáfase, sua 

subunidade 11 apresentou – se downregulada em estudos envolvendo swabs. Este gene 

desempenha um papel central na regulação e ativação da senescência celular, fosforilação 

mediada por CDK e remoção de Cdc6. A senescência refere-se ao processo de envelhecimento 

dos seres vivos e consiste no processo de interrupção da divisão celular, não causando mais 

reposição de células que, por algum motivo, pararam de metabolizar. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

51 

Figura 16. Variação genética em genes associados ao ciclo celular entre pacientes com 

COVID-19. 

 

(a) Visão geral esquemática representando os critérios de inclusão e o número de pacientes com COVID-19 

usados para sequenciamento de exoma completo. Circos mapeando genes associados ao ciclo celular com 

um grande número de variantes (polimorfimos de nucleotídeo único [SNP] ou inserções e deleções 

[INDELs] em pacientes com COVID-19 em relação à posição cromossômica. (b) Gráfico invertido 

mostrando as interseções de moléculas associadas ao ciclo celular (DEGs, DEPs e genes) obtidos de 

diferentes conjuntos de dados ômicos.  

Figura 8

a

b

Figura 7. Variação genética em genes associados ao ciclo celular entre pacientes com COVID-19. (a) Visão geral

esquemática representando os critérios de inclusão e o número de pacientes com COVID-19 usados para sequenciamento de

exoma completo. Circos mapeia genes associados ao ciclo celular com um grande número de variantes (polimorfismos de

nucleotídeo único [SNP] ou inserção e deleções [INDELS]) em pacientes com COVID-19 em relação à posição cromossômica.

(b) Gráfico invertido mostrando as interseções de moléculas associadas ao ciclo celular (DEGs, DEPs e genes) obtidas de

diferentes conjuntos de dados ômicos.
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7. Discussão 

O controle do ciclo celular ocorre através de uma complexa rede regulatória de 

proteínas, que são afetadas por eventos transcricionais e pós-traducionais, é sabido, também, 

que os vírus utilizam diversas estratégias para sobreviver aos mecanismos de defesa do 

hospedeiro utilizando vários recursos da célula hospedeira para replicação.  

Com o avanço recente e crescente das análises ômicas para elucidação de mecanismos 

associados a diversas patologias, empregamos a abordagem integrativa de imunologia de 

sistemas para avaliar dados proteômicos, transcriptômicos disponíveis publicamente, e 

exômicos de pacientes brasileiros com COVID-19, sem receber qualquer vacina, a partir dessas 

amostras identificamos alterações na assinatura do ciclo celular de pacientes infectados por 

SARS-CoV-2 associadas à gravidade da doença. As coortes revelaram uma rede de DEPs e 

DEGs associados ao ciclo celular que sugerem uma assinatura do ciclo celular em leucócitos 

do sangue periférico, mas não em swabs nasofaríngeos, que distinguem – se de pacientes 

infectados por SARS-CoV-2 de controles saudáveis e pacientes com outros doenças 

respiratórias.  

Os pacientes com COVID-19 compartilham um padrão de expressão comum de algumas 

moléculas associadas ao ciclo celular com outras doenças respiratórias (por exemplo, gripe, 

coronavírus sazonal, pneumonia bacteriana). No entanto, os pacientes com COVID-19 

mostraram uma expressão significativamente maior de genes de checkpoints associados ao 

ciclo celular, indicando que essa assinatura imunológica pode ter um valor prognóstico mais 

substancial para pacientes com COVID-19 do que para outras doenças infecciosas. Isso poderia 

explicar o aumento da proporção de neutrófilos para linfócitos, e seria hipotetizado como um 

marcador prognóstico para SARS-CoV-2 de resultados desfavoráveis do que para outras 

infecções respiratórias, como influenza (PROZAN et al., 2021). Existem estudos bem 

consolidados que concordam com perturbações fosfoproteômicas de moléculas associadas ao 

ciclo celular observadas em células infectadas por SARS-CoV-2, indicando um mecanismo de 

manipulação do hospedeiro para subverter a resposta imune (BOUHADDOU et al., 2020).  

As alterações relatadas, embora não bem definidas, estão de acordo com outros achados 

que relataram alterações imunológicas sistêmicas no sangue periférico de pacientes com 

COVID-19, e que mostraram que abordagens de imunologia de sistemas podem ser empregadas 

para identificar novos mecanismos imunopatológicos holisticamente associados ao COVID-19. 

(CABRAL-MARQUES et al., 2022; FREIRE et al., 2021; SCHIMKE et al., 2022). Indo além, 

o estudo fosfoproteômico in vitro (BOUHADDOU et al., 2020) usando células VeroE6 mostrou 
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que o SARS-CoV-2 afeta a produção de citocinas pró-inflamatórias e a ativação de diferentes 

quinases, como caseína quinase II (CK2), quinase dependente de ciclina (CDK) e proteínas 

quinase ativadas por mitógeno (MPK) (BOUHADDOU et al., 2020). Estas proteínas 

desempenham um papel crucial na regulação e progressão da divisão celular (PALMISANO et 

al., 2017), e o desligamento das quinases mitóticas resulta na parada do ciclo celular em G1/S 

e G2/M, possivelmente fornecendo nucleotídeos importantes e proteínas essenciais que 

suportam a replicação viral (NDOLO et al., 2002; SU et al., 2020; YI et al., 2015). Portanto, 

isso indica que as alterações do ciclo celular nas assinaturas imunológicas de pacientes com 

COVID-19 são um mecanismo imunopatológico desencadeado pelo vírus SARS-CoV-2.  

O principal achado implica em múltiplas alterações do ciclo celular molecular que 

sugerem que o SARS-CoV-2 afeta principalmente os leucócitos do sangue humano, conforme 

indicado pelas análises integrativas de dados proteômicos, bulk RNAseq e scRNAseq. Este 

último revelou que as alterações do ciclo celular possivelmente se concentram nas células B, T 

e NK, o que é um fenômeno esperado para subpopulações do sangue periférico, uma vez que a 

proliferação celular é uma característica fundamental da resposta das células linfocíticas à 

estimulação antigênica(CREVEL, 2005). No entanto, a imunopatogênese das múltiplas 

alterações celulares (ou seja, baixo número de linfócitos, monócitos, eosinófilos e basófilos 

enquanto contagem elevada de neutrófilos)(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 óssea de 

pacientes graves com COVID-19 eram propensas à apoptose e pararam na fase G1, resultando 

em progenitores de linfócitos diminuídos em paralelo com o acúmulo de progenitores mieloides 

imaturos. Além disso, estudos em modelos celulares apontam que a parada do ciclo celular pode 

ocorrer nas infecções virais, esse acúmulo de células em determinadas fases do ciclo podem ser 

cruciais para recuperação do paciente. Essas observações concordam com a descoberta de que 

pacientes com COVID-19 admitidos na UTI apresentam níveis mais altos de expressão de 

moléculas associadas ao ciclo celular do que pacientes com COVID-19 não UTI. 

Se essas alterações sistêmicas do ciclo celular representam uma desregulação 

imunológica (por exemplo, tempestade de citocinas) ou uma resposta adaptativa ao vírus 

SARS-CoV-2 requer investigação futura. Enquanto a linfopenia mostrada por pacientes graves 

com COVID-19(WANG et al., 2020; YANG et al., 2020) podem contrabalançar a perigosa 

tempestade de citocinas, as células supressoras derivadas de mieloides imaturas (MDSC) 

compõem um grupo heterogêneo de células com menor atividade de explosão oxidativa que 



 

 

54 

pode suprimir não especificamente as respostas dos linfócitos T e B(AGRATI et al., 2020; 

CONDAMINE; GABRILOVICH, 2011). Após a hiperativação inicial de neutrófilos em 

resposta à infecção por SARS-CoV-2 e quando a gravidade do COVID-19 avança, o sistema 

imunológico do hospedeiro aumenta proporcionalmente a produção de MDSCs granulocíticas 

enquanto reduz a quantidade de linfócitos circulantes(AGRATI et al., 2020; SCHULTE-

SCHREPPING et al., 2020; SILVIN et al., 2020). As MDSCs são componentes do sistema 

imunológico saudável e desempenham um papel protetor na homeostase e nos contextos da 

doença. Ou seja, MDSCs se expandem para reduzir o dano tecidual durante doenças autoimunes 

e inflamatórias (GABRILOVICH; NAGARAJ, 2009; KOLLMANN et al., 2017), estresse 

traumático, transplante e sepse (CONDAMINE; GABRILOVICH, 2011; CROOK, 2014; 

GABRILOVICH; OSTRAND-ROSENBERG; BRONTE, 2012).  

Considerando o Brasil como um país de etnias diversas e genoma misto, buscou-se 

entender como a genética de qualquer hospedeiro, desconsiderando aspectos regionais, e 

integrando os dados transcriptômicos, contribuiria para o desenvolvimento da gravidade da 

COVID-19, e se/ou como ela estaria envolvido em relação à desregulação do ciclo celular(VAN 

DER MADE et al., 2020). A análise do exoma de pacientes que tiveram reinfecção por COVID-

19, cujas características clínicas podem ser vistas na Tabela 2, revelou uma lista de treze genes 

com SNPs e INDELs, envolvidos em processos celulares de regulação das fases S e G1. Dentre 

esses genes, 4 indivíduos apresentaram INDELs no gene ANAPC1(MELLOY, 2020), uma 

ubiquitina ligase E3 responsável por regular a progressão do ciclo de metáfase para anáfase, e 

que também promove a regulação do desenvolvimento de receptores beta-adrenérgicos de 

fosforilação mediada por ERK, CDK e Remoção de Cdc692-94.  

Esses fatos também podem sugerir um papel fisiológico para as alterações sistêmicas do 

ciclo celular subjacentes à neutrofilia (com uma quantidade aumentada de MDSCs) e à 

linfopenia. Portanto, hipotetizamos que essas alterações celulares podem representar uma 

tentativa do hospedeiro de retornar à homeostase após a desregulação imunológica grave 

desencadeada pelo SARS-CoV-2, em vez de representar apenas uma disfunção do hospedeiro. 

Nesse contexto, como uma miríade de alterações moleculares simultâneas do ciclo celular 

possivelmente regula o número de células imunes é uma questão fascinante que somente o 

avanço das abordagens da imunologia de sistemas nos permitirá decifrar no futuro. 
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8. Conclusão 

Nosso trabalho caracteriza mudanças globais na assinatura do ciclo celular de pacientes com 

COVID-19, analisando dados de proteoma e transcriptoma publicamente disponíveis por meio 

de uma abordagem de imunologia de sistemas integrativos. Além de potenciais variações 

genéticas patogênicas em pacientes com COVID-19, encontramos módulos de coexpressão de 

genes associados ao ciclo celular significativamente enriquecidos e uma rede interconectada de 

proteínas e genes (DEGs) diferencialmente expressos associados ao ciclo celular, integrando os 

dados moleculares de 1.469 indivíduos (981 pacientes infectados com SARS-CoV-2 e 488 

controles [controles saudáveis ou indivíduos com outras doenças respiratórias]). A assinatura 

do ciclo celular inclui várias ciclinas (CCNs), ciclos de divisão celular (CDCs), quinases 

dependentes de ciclinas (CDKs) e proteínas de manutenção de minicromossomos (MCMs) e 

predomina nas células sanguíneas do paciente, mas não nas amostras de swab nasofaríngeo. 

Além disso, essa assinatura do ciclo celular se associa à gravidade do COVID-19 e às trajetórias 

da doença, sendo altamente regulada em fases graves da doença e retornando aos níveis normais 

pela recuperação. Esses resultados fornecem uma compreensão global única de alterações 

distintas em moléculas associadas ao ciclo celular em pacientes com COVID-19, sugerindo 

novas vias putativas para intervenção terapêutica. 
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Pesquisador:

Título da Pesquisa:

Instituição Proponente:

Versão:

CAAE:

Análise sistêmica e integrativa da resposta imune dos linfócitos T de pacientes com
COVID-19: efeito das comorbidades e do tratamento com a hidroxicloroquina

Otávio Cabral Marques

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo - ICB/USP

3

30959020.2.0000.5467

Área Temática:

DADOS DA EMENDA

Número do Parecer: 4.098.656

DADOS DO PARECER

trata-se de resposta de pendência de análise inicial

Apresentação do Projeto:

Resposta de pendência de análise inicial

Objetivo da Pesquisa:

Não se aplica a esta solicitação

Avaliação dos Riscos e Benefícios:

Os pesquisadores responderam aos questionamentos feitos por este comitê e alteraram os documentos

solicitados como o TCLE corrigindo itens e reformulando outros. Incluiram a carta de comprovação do

Hospital de onde serão feitas as coletas

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

Foram apresentados os documentos solicitados

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Aprovar

Recomendações:

Aprovado

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

Universidade de São PauloPatrocinador Principal:

05.508-000

(11)3091-7733 E-mail: cep@icb.usp.br

Endereço:

Bairro: CEP:

Telefone:

Av. Profº Lineu Prestes, 2415

Cidade Universitária

UF: Município:SP SAO PAULO
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Anexo II – Caracterização clínica e laboratorial dos pacientes envolvidos na análise do 

exoma completo. 
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