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Resumo

A doenga causada pelo novo coronavirus (COVID-19) se tornou uma pandemia e ja atingiu
mais de 595 milhdes de pessoas em todo o0 mundo, ultrapassando os 6 milhdes e 400 mil mortos
apos dois anos e meio. Pacientes com comorbidades, como diabetes e hipertensdo, ou do sexo
masculino e idosos sdo descritos como grupo de pior progndéstico. J& mulheres, jovens e
pacientes com carga viral baixa sdo considerados grupo de melhor prognéstico. A producao
excessiva de citocinas pro-inflamatorias, conhecida como tempestade de citocinas (cytokine
storm), também esta relacionada com a severidade e mortalidade da COVID-19. Portanto, a
analise do conjunto de moléculas secretadas pelas células (secretoma) de tecidos alvos do
SARS-CoV-2 é de extrema importancia para o progndstico e para a identificacdo de
mediadores dessa doenga. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo analisar o perfil
transcricional do secretoma de amostras de lavado bronco alveolar em pacientes com risco
distintos de desenvolvimento de COVID-19 severa. A hipotese desse trabalho é que a anélise
do perfil do secretoma utilizando dados de transcriptoma, permitir predizer genes envolvidos
com o prognoéstico da infeccdo pelo SARS-CoV-2 e com a progressdao da doenca. Foi
reanalisado um conjunto de dados de transcriptoma (RNA-Seq) com 430 pacientes positivos
para COVID-19 e 54 pacientes negativos, disponivel no repositorio Gene Expression Omnibus
(GEO; GSE152075), separados por género, idade (<60 anos, jovens; >60 anos, idosos) e carga
viral (baixa e alta). Os genes diferencialmente expressos (DEGSs) entre as condi¢des foram
utilizados para identificacdo de genes que codificam proteinas secretadas, utilizando os dados
disponiveis na plataforma The Human Protein Atlas. Identificamos um conjunto de DEGs
exclusivo do grupo de melhor prognéstico (mulheres, jovens e baixa carga viral). Desse
conjunto de genes, caracterizamos quais codificam ligantes e receptores e, posteriormente,
analisamos, através do método de anélise de sequenciamento de células unicas (single-cell
RNA-Seq), a expressdo dos genes selecionados em células Unicas do lavado bronco-alveolar de
pacientes com COVID-19. Como método de validacdo dos nossos achados, utilizamos o
conjunto de dados GSE145926 (GEO) para analise temporal (dias 1, 2, 4, 7, 10 e 12) do lavado
bronco alveolar de macacos rhesus adultos infectados com SARS-CoV-2. Nossos dados
demonstraram a relevancia do receptor LRP11, como um potencial biomarcador de melhor
progndstico para COVID-19. Esse receptor faz parte da familia de receptores de LDL, o qual
altera sua expressao em infecgdes virais. Além disso, observamos que esse receptor tem sua
expressdo predominantemente em células epiteliais, que expressam o receptor ACE2 e,
portanto, sdo mais susceptiveis as infecgdes pelo SARS-CoV-2. Esses resultados séo relevantes
pois 0s genes identificados podem determinar o prognostico dos pacientes com COVID-19 e
constituem potenciais alvos de drogas para reducdo da mortalidade pela doenca.

Palavras-chave: Infec¢cdo por SARS-CoV-2, COVID-19 severa, Secretoma, LRP11, sSCRNA-
Seq



Abstract

The disease caused by the new coronavirus (COVID-19) has become a pandemic and has
already reached more than 595 million people worldwide, exceeding 6 million and 400
thousand dead after two and a half years. Patients with comorbidities such as diabetes and
hypertension, or male and elderly patients are described as groups with the worst prognosis.
On the other hand, women, young people and patients with low viral loads are considered
groups with the best prognosis. Excessive production of pro-inflammatory cytokines, known
as cytokine storm, is also linked to the severity and mortality of COVID-19. Therefore, the
analysis of the set of molecules secreted by the cells (secretome) of SARS-CoV-2 target tissues
is extremely important for the prognosis of the disease. Our study analyzed the transcriptional
profile of the secretome of bronchoalveolar lavage samples in patients at different risks of
developing severe COVID-19. We hypothesized that a transcriptomic-based secretome
analysis allows the prediction of genes involved in the prognosis of SARS-CoV-2 infection
and the progression of the disease. We applied a transcriptome dataset (RNA-Seq) with 430
COVID-19 positive patients and 54 negative patients, available in the Gene Expression
Omnibus repository (GEO; GSE152075), which was separated by gender, age (<60 years,
young; >60 years, elderly), and viral load (low and high). Differently expressed genes (DEGS)
between conditions were used to identify genes encoding secreted proteins, using data available
on The Human Protein Atlas platform. We identified a set of DEGs exclusive to the group with
the best prognosis (women, young people, and low viral load). From this set of genes, we
characterized those encoding ligands and receptors. Next, we analyzed, through the single-cell
sequencing analysis method (single-cell RNA-Seq), the expression of the selected genes in
single cells from the bronchoalveolar lavage of patients with COVID-19. To validate our
findings, we used the GSE145926 (GEQ) dataset for a time course analysis (days 1, 2, 4, 7, 10,
and 12) of brochoalveolar lavage samples of adult rhesus monkeys infected with SARS-CoV-
2. Our data demonstrated the relevance of the LRP11 receptor as a potential biomarker of better
prognosis for COVID-19. This receptor is part of the LDL receptor family, which presents gene
expression changes-induced by viral infections. We also observed that this receptor is
predominantly expressed in epithelial cells, which express the ACE2 receptor and,
consequently, are more susceptible to SARS-CoV-2 infections. These results are relevant
because the genes identified in our analysis can determine the prognosis of COVID-19 patients
and constitute potential drug targets to reduce disease mortality.

Keywords: SARS-CoV-2 infection, severe COVID-19, Secretome, LRP11, scRNA-Seq
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1 - Introducéo

1.1 Doenga do Coronavirus 2019 (COVID-19)

O primeiro caso conhecido da sindrome respiratoria aguda grave pelo novo coronavirus
2 (SARS-CoV-2) foi relatado na cidade de Wuhan, na China, em dezembro de 2019 (1). Desde
entdo, a doenca causada pelo novo coronavirus (COVID-19) tornou-se uma pandemia (2). No
fim de agosto de 2022, dois anos e meio apos o inicio da pandemia, o nimero de infectados
ultrapassa os 596 milhdes, com mais de seis milhdes de mortos pela doengca em todo o mundo
(3). Nesse mesmo periodo, o Brasil ja alcancou a marca de 34 milhdes e 264 mil casos

confirmados da doenca, e mais de 682 mil mortes (3).

A COVID-19 é uma doenca infecciosa, e a transmissdo do virus SARS-CoV-2 ocorre
por transmissdo direta, por contato com pessoas infectadas por meio de pequenas particulas
liquidas, lancadas pela boca ou nariz; ou indiretamente, por contato em superficies ou objetos
utilizados por pessoas infectada (4), o que justifica a alta dispersdo do virus em um curto
periodo de tempo. Para prevencao da infeccdo, a vacinagdo, o distanciamento social e o uso de

mascaras sao amplamente recomendados (5).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a COVID-19 é caracterizada por
uma variedade de sintomas (5). Os sintomas clinicos mais frequentes séo febre, tosse, producéo
de escarro, fadiga e dificuldade para respirar (6). Sintomas gastrointestinais, tais como nausea,
diarreia, diminuicdo do apetite e dor abdominal ocorrem com menor frequéncia (7). No entanto,
existem alguns sintomas raros ou poucos conhecidos da COVID-19, como diminuicao ou perda
do paladar (disgeusia e ageusia, respectivamente) (8,9), e manifestacbes neuroldgicas, como
comprometimento do olfato (anosmia) (10). Os sintomas no sistema nervoso central estdo
associados com a principal forma de lesdo neurolégica em pacientes com COVID-19, e os
casos mais graves podem apresentar doencas cerebrovasculares agudas, como acidente

vascular cerebral isquémico e hemorragia cerebral, e consciéncia prejudicada (10).

Os graus da doenga podem variar e 0 paciente pode ser assintomético, ou apresentar
sintomas leves, médios ou graves, podendo evoluir para ébito nos casos mais graves (11,12).
Alguns grupos de riscos foram estipulados com maiores possibilidades de piores sintomas e
severidade na COVID-19 (13). Pacientes do sexo masculino (14-17) e idosos (> 60 anos)

(13,16,17) foram associados com piores desfechos da doenca. A carga viral também tem sido
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relevante para determinar a mortalidade na infeccdo pelo SARS-CoV-2. Pacientes com morte
decorrente de COVID-19 possuem carga viral mais alta quando comparados a pacientes que
ndo morreram em decorréncia da doenga (18). A presenca de algumas comorbidades também
pode agravar os casos de COVID-19, como doencas cardiovasculares e respiratérias (incluindo
a asma), obesidade, diabetes e doenca renal cronica (13,16,17). Os pacientes com cancer
também sdo considerados bastante vulneraveis e apresentam maior risco de eventos clinicos

graves do que os pacientes ndo oncolégicos (19,20).

Como estratégia de diagndstico para a COVID-19 existem métodos moleculares, como
a Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa apds Transcricdo Reversa (RT-gPCR), que
detecta a presenca do RNA viral através de amostras coletadas através do swab da nasofaringe
e da orofaringe (21). Além de métodos soroldgicos, que foram desenvolvidos para detectar
imunoglobulinas (IgM e IgG) especificas contra o virus (22), métodos de imagem, como a
radiografia do torax e a tomografia computadorizada (CT), que identificam anormalidades
pulmonares (23) também sdo utilizados. Por fim, existe o chamado teste rapido, que visa
também detectar as imunoglobulinas IgM e IgG através do sangue total, plasma ou soro, tendo
um tempo de reagdo de dez minutos (24).

No entanto, como medida mais eficaz a prevencao a COVID-19, a colaboragdo mundial
fez com que, rapidamente, fossem desenvolvidas vacinas para a COVID-19. Vacinas de DNA,
de mRNA, de vetor viral ndo replicante e de virus inativado tém sido as mais testadas e
aprovadas pela Organizacdo Mundial da Saude (25). Segundo a Universidade Johns Hopkins,
até 8 de setembro de 2022 ja foram administradas mundialmente mais de 12 bilhdes de doses

de vacinas (3).

1.2 A infeccéo pelo SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um membro da familia Coronaviridae, fazendo parte do género
Betacoronavirus, juntamente com o SARS-CoV e o MERS-CoV, dois virus altamente
patogénicos, devido a relagdo com sindromes respiratorias (26,27). Em 2002-2003, o0 SARS-
CoV surgiu na China, se espalhando rapidamente pelo mundo, infectando 8000 pacientes e
ocasionando 800 mortes (28). O MERS-CoV foi identificado no Oriente Médio em 2012, e se
espalhou por varios paises, infectando 1110 pacientes e ocasionando 422 mortes (23,29). Esses
virus séo pleiomorficos e envelopados, com didametro de 60 a 140 nm e possuem RNA de fita
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simples positiva como material genético, o qual varia de 26 a 32 kb e contém, pelo menos, seis
“Open Read Frames” (ORF) (22).

Para que o SARS-CoV-2 infecte a célula hospedeira e se replique, sdo necessarios
diversos fatores celulares. A enzima conversora de angiotensina 2 (do inglés, Angiotensin-
converting enzyme 2, ACE2), é o receptor candnico do dominio de ligacdo ao receptor da
glicoproteina homotrimérica Spike (S), composta por duas unidades sub-funcionais, que sdo
responsaveis pela ligacdo do virus ao receptor da célula hospedeira (subunidade S1) e pela
fusdo do virus com a membrana celular (24,30,31). Apos a entrada do virus na célula, a proteina
S é inicializada pela transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2), responsavel pela clivagem
das subunidades S1 e S2, que permite a fusdo do virus com as membranas celulares do
hospedeiro (32).

A proteina ACE2 é altamente expressa nos pneumacitos tipo | e tipo 11 (33,34). Haum
aumento de duas a trés vezes da expressao de ACE2 nas células epiteliais das vias aéreas em
pacientes com a COVID-19 (35). Ao estudar o potencial tropismo do SARS-CoV-2 pela
expressdo génica de genes associados a entrada do virus na célula, através do método de
sequenciamento de RNA de células Unicas (SCRNA-Seq, do inglés, single-cell RNA
sequencing), Sungnak et al. (34) encontraram expressdo enriquecida da ACE2 em células
epiteliais nasais, mais especificamente em células secretoras. Em estudo de SCRNA-Seq
realizado por Muus et al. (36), demonstrou-se a co-expressdo de ACE2 e TMPRSS2 em
subconjuntos especificos de células do epitélio respiratorio e nos alvéolos (36).

Os lipideos também sdo fundamentais para o processo de infec¢do, podendo atuar como
membranas de organelas e como componentes da membrana celular, participando da regulacéo
do trafego molecular transmembrana, assim como a internalizacacdo de materiais infecciosos,
como virus (35,37). Apo6s a replicacdo, as particulas virais recém-sintetizadas saem da ceélula,
atravessando a membrana rica em lipideos (35). Diversos estudos ja demonstraram o papel
fundamental do colesterol na infeccdo do SARS-CoV-2 (38-40), onde o colesterol intracelular

pode aumentar a infectividade do virus (41).

Nosso grupo de pesquisa realizou diversas pesquisas, utilizando de bioinformatica, que
visavam compreender a infeccdo do SARS-CoV-2. Em estudo para predi¢do de rotas néo-
candnicas de infeccdo pelo SARS-CoV-2 em células placentarias, observaram que essas células

expressam altos niveis de dipeptidil peptidase-4 (DPP4) e de catepsina L (CTLS), os quais
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foram preditos como mediadores ndo-canénicos de entrada do virus na célula (42). Visando
compreender o mecanismo pelo qual os mondcitos respondem a infeccdo pelo SARS-CoV-2
em contexto de suprimento elevado de glicose, observaram que niveis elevados de glicose e
glicdlise promovem a replicacéo do virus e a producéo de citocinas pelos mondcitos resulta na
disfuncdo de células T e morte de células epiteliais (43). Por fim, nosso grupo de estudo
observou que o gene TRIB3, que anteriormente ja foi relatado para diminuir a infeccéo e a
replicacdo viral, tem a expressdo diminuida em pulmdes envelhecidos, 0 que pode explicar o

porqué de pacientes idosos estarem relacionados com casos mais graves da COVID-19 (44).

1.3 Resposta transcricional das células pulmonares a infeccéo pelo SARS-
CoV-2

O pulméo possui uma grande variedade de mecanismos protetores, incluindo um
conjunto altamente especializado de células imunes inatas e adaptativas para combater as
infeccOes, e varias populacdes de células-tronco e progenitoras que fornecem ao pulméo a
capacidade regenerativa apos lesdes (45). Na infeccdo do pulméo pelo SARS-CoV-2, foi
demostrado que os principais alvos do virus sdo as células epiteliais das vias aéreas, céelulas
epiteliais alveolares, endoteliais vasculares e macréfagos dos pulmdes, todas expressando a
ACE2 (33,46,47). Apo6s a destruicdo das células pulmonares por conta da infeccdo, ha uma
resposta imune local com a presenca de macrofagos e monacitos, que liberam citocinas, e
resposta imune com a participacdo de células T e B (48). Essa resposta pode ser disfuncional

em alguns casos, causando uma doenga pulmonar grave e até mesmo sistémica (48).

A resposta contra a infeccdo viral é geralmente iniciada no momento da replicacéo, no
citoplasma das células (49,50). Apo6s o reconhecimento de estruturas de RNAs aberrantes
produzidas durante a replicacdo viral por varios pattern recognition receptors (PPRS), ocorre
a ativacdo de fatores de transcricdo, principalmente interferon regulator factors (IRFs) e
nuclear factor kB (NF-kB) (49,51,52). Em seguida, duas respostas antivirais sdo liberadas: a
primeira € o engajamento das defesas antivirais, mediada pela inducdo de transcri¢cdo de
interferons tipo | e Il (IFN-1 e IFN-III, respectivamente) e, posteriormente, aumento da
expressao de genes estimulados por IFN (49,53). A segunda resposta envolve o recrutamento
e coordenacéo de subconjuntos especificos de leucécitos, que séo organizados principalmente

pela secrecdo de quimiocinas (49,54,55).
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Em estudo que comparou a resposta transcricional do SARS-CoV-2 com outras viroses
respiratorias, os autores identificaram uma resposta reduzida de INF-1 e INF-II1, porém com
uma assinatura consistente de quimiocinas (49). Com a inflamacéo local, h4& um aumento da
secrecdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, como a IL-6, IFN-y, MCP-1 e CXCL10
(15,56). Em alguns pacientes, a resposta imune pode ser anormal, desencadeando uma
tempestade de citocinas (em inglés, cytokine storm), a qual € mediadora para uma inflamagéo

pulmonar generalizada (48).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a analise da expressdo de genes do secretoma
€ uma estratégia que pode ser utilizada para identificar por que tipos tumorais especificos
possuem uma probabilidade maior de desenvolver perda de massa muscular na caquexia
associada ao cancer (57). Isso demonstra que a utilizacdo de analises do secretoma também
constituem uma Otima ferramenta para identificar potenciais biomarcadores, mediadores de

severidade e alvos terapéuticos para tratamento da COVID-19.

1.4 O secretoma na infeccéao viral

O termo secretoma foi primeiramente usado por Tjalsma et al. (58) para caracterizar
todos os fatores secretados por uma célula e também os constituintes da via secretoria, tendo
sua definicdo posteriormente revisada para incluir apenas proteinas secretadas no meio
extracelular (59,60). Portanto, o secretoma representa 0 conjunto de macromoléculas

secretadas por células, as quais possibilitam a comunicacéo celular (61,62).

As proteinas secretadas desempenham papel consideravel em diversos processos
bioldgicos importantes, sendo essenciais para a comunicacdo célula-célula, proliferacéo,
metabolismo (63), e em mecanismos de defesa (64). Através dessas proteinas é possivel
identificar mediadores para diversas doencas, e alguns desses componentes do secretoma
podem ser utilizados como alvos terapéuticos (65). O secretoma humano também pode revelar
biomarcadores para serem utilizados no diagnéstico ou progndstico e, assim, contribuirem de

forma significativa no tratamento de diversas doengas (66,67).

Um meio de predizer o secretoma através de dados de transcriptoma, que vem sendo
amplamente utilizado, € o sequenciamento de RNA (RNA-Seq). A utilizacdo do RNA-Seq e
de algoritmos emergentes para predicdo de sequéncias de peptideos-sinais tornaram-se
ferramentas favoraveis para avaliacdo do perfil do secretoma (68). Com base na estratégia de
predi¢do do secretoma através de dados transcriptdbmicos, Robinson et al. (69) realizaram, com
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componentes do secretoma, uma analise Pan-Cancer de expressdo génica. Isso resultou em
listas ordenadas de possiveis candidatos a biomarcadores diagnosticos detectaveis em fluidos
bioldgicos (69). Esse estudo também revelou fungdes e padrbes biolégicos associados a
alteracOes na expressdo de proteinas secretadas em diferentes tipos tumorais (69).

Outra forma de caracterizar o transcriptoma é através do sequenciamento de RNA de
células Unica (SCRNA-Seq). Essa técnica ja vem sendo usada para investigar a resposta imune
e seus mecanismos associados a severidade da COVID-19 (70,71) e também ja revelou
associacOes especificas entre o tipo celular e idade, sexo e tabagismo com niveis de expressdo
de ACE2, TPMRSS2 e CTSL (36). Essas descobertas mostram que o SCRNA-Seq tem grande

potencial de inferir o secretoma na infeccdo pelo SARS-CoV-2.

A determinacdo do secretoma pode ser muito relevante pois pode elencar um perfil de
moléculas secretadas pelas células infectadas pelo SARS-CoV-2, uma vez que a severidade da
COVID-19 ndo se da apenas pela infeccdo viral, mas também pela resposta do hospedeiro.
Como exemplo, o perfil lipidico de pacientes pode ser considerado um biomarcador de
inflamacdo na COVID-19 (35). A grande parte dos estudos que observaram o perfil lipidico
em pacientes com COVID-19 observaram que a diminui¢do nos niveis de lipideos aumenta a

gravidade e mortalidade da doenca (72).

O avanco em dados transcriptdmicos também pode fornecer informacdo relevantes
sobre a comunicacdo célula-célula. A comunicacdo celular tem papel fundamental em funcGes
bioldgicas (73), coordenando diferentes atividades celulares, como homeostase (73), respostas
imunoldgicas (74) e até mesmo na carcinogénese (73). O estudo da comunicacdo célula-célula
é um tipo de aplicacdo de andlise que pode auxiliar na elucidacdo de mecanismos do secretoma,
através da expressdo génica dos fatores secretados em células e tecidos-alvo (75). Na COVID-
19, as celulas epiteliais infectadas secretam quimiocinas que recrutam e ativam diversas
populacBes de células imunes no local da infecgdo (76), e a expressdo dessas quimiocinas e

seus respectivos receptores varia de acordo com a severidade da doenca (70).

Visto isso e diante da gravidade e emergéncia em encontrar tratamentos para a COVID-19, a
descoberta de fatores secretados e relacionados a infeccdo do SARS-CoV-2 seria de grande
relevancia para a identificacdo de possiveis mediadores no secretoma de células do sistema
respiratorio que estdo associadas a COVID-19, visto que mais de 6 milhdes de pessoas vieram
a Obito por acdo direta ou indireta da doenca (3). Para 0 nosso conhecimento, ainda ndo foi

realizado um estudo para analise do perfil de expressdo génica do secretoma em células do
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fluido do lavado bronco alveolar de pacientes com COVID-19, considerando-se as variaveis

carga viral (SARS-CoV-2), idade e género.
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2 - Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Analisar o perfil transcricional do conjunto de proteinas secretadas pelas células do
fluido do lavado bronco alveolar de pacientes com risco de desenvolver COVID-19

severa.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar o perfil de expressdo génica em 430 amostras do fluido do lavado bronco
alveolar de pacientes com COVID-19;

- Estabelecer o perfil de expressdo génica do secretoma em amostras de pacientes com
COVID-19, considerando-se as variaveis de carga viral, género e idade;

- Realizar a analise de enriquecimento funcional dos genes diferencialmente expressos
do secretoma de pacientes com COVID-19;

- ldentificar potenciais mediadores da COVID-19 a partir da analise transcricional do
secretoma;

- Correlacionar o perfil de expressao de genes do secretoma de pacientes com COVID-
19 com as variaveis de carga viral, género e idade;

- ldentificar alteracGes de expressao através da analise temporal;

- Realizar a analise de scRNA-Seq para identificar tipos celulares presentes nas amostras

analisadas e a expressdo dos genes em cada um.
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RESUMO

Background

A COVID-19 se espalhou rapidamente pelo mundo, fazendo milhdes de vitimas fatais.
Pacientes do sexo masculino, idosos, com alta carga viral e com comorbidades como diabetes
e hipertensdo, caracterizam um grupo de pior progndstico para a COVID-19. A producéo
excessiva de mediadores inflamatdrios e citocinas, conhecida como tempestade de citocinas
(do inglés, cytokine storm), também esta associada com o aumento da mortalidade. Visto isso,
é de extrema importancia determinar o conjunto de moléculas secretadas (secretoma) pelas
células de tecidos alvos do SARS-CoV-2 de pacientes com COVID-19, a fim de identificar
mediadores e biomarcadores para a doenga. No presente trabalho, nés analisamos o perfil
transcricional do secretoma das células do fluido do lavado bronco alveolar de pacientes com
risco de desenvolver COVID-19 severa, buscando determinar os principais fatores que

modulam a severidade e mortalidade nestes pacientes.

Métodos

Foram analisadas amostras de fluido do lavado bronco alveolar (BALF) de 430 pacientes
positivos para COVID-19 e 54 negativos. O conjunto de dados (GSE152075; GEO) (77) de
RNA sequencing (RNA-Seq) foi processado usando o NetworkAnalyst (70) para identificar os
genes diferencialmente expressos (DEGs; de Log2 Fold Change > |1.5] e p-value < 0.05) nos
grupos de acordo com género, idade e carga viral, quando comparados com 0s respectivos
controles (negativos). Posteriormente, os DEGs foram filtrados pela lista de proteinas
secretadas do The Human Protein Atlas (71). Utilizando a ferramenta online Intervene (72),
foram visualizadas intersec¢cdes de genes com alteracdo de expressao nos grupos analisados,
de acordo com o risco para desenvolvimento de COVID-19 severa. Foi caracterizado o perfil
de expresséo génica do interactoma (ligantes e respectivos receptores) em comum no grupo de
melhor prognostico (mulheres, jovens e baixa carga viral). Por fim, atraveés de sequenciamento
de RNA célula Unica (scRNA-Seq), usando a linguagem R com o pacote Seurat (v.3), foi
analisada a expressdo génica dos genes identificados ao nivel de célula Gnica do lavado bronco
alveolar. Foi utilizado o conjunto de dados GSE145926 (GEQ), com 12 amostras de BALF,
sendo 6 pacientes severos, 3 moderados e 6 saudaveis, e também foi adicionada uma amostra
de BALF saudavel (GSM3660650) do conjunto de dados GSE128033 (GEO). Para validacdo
dos achados, foi feito uma analise temporal do BALF de 9 macacos rhesus adultos infectados
com SARS-CoV-2 nos dias 1, 2, 4, 7,10 e 12 (GSE156701).


https://www.zotero.org/google-docs/?NDts7e
https://www.zotero.org/google-docs/?QqC5P6
https://www.zotero.org/google-docs/?kuP5lU
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Resultados

Nossos resultados demonstraram um perfil de expressdo dos genes do secretoma distinto para
cada comparacdo analisada, de acordo com o risco de severidade para o desenvolvimento da
COVID-19. O enriquecimento funcional das vias dos genes do secretoma indicaram alteracdo
em vias relacionadas a resposta imune e inflamag&o, onde o grupo de alta carga viral apresentou
genes com expressao aumentada para essas vias. Por outro lado, o grupo mulheres mostrou
uma diminuicdo na expressao dos genes nessas mesmas vias. O grupo de melhor prognostico
(mulheres, jovens e baixa carga viral) apresentam alteracdo na expressédo de 43 genes do
secretoma compartilhados entre si. O gene LRP11, que codifica o receptor de mesmo nome,
apresenta diminuicdo de expressdo no grupo de melhor prognostico. Esse receptor faz parte da
familia dos receptores de LDL, molécula importante para a entrada do SARS-CoV-2 nas
células. Através das analises de scRNA-Seq, foi observado que esse gene € expresso

principalmente em células epiteliais.

Concluséao

Nossos resultados demonstram que a diminuicdo da expressao génica do receptor LRP11 tem
um potencial efeito protetivo contra a infeccdo pelo SARS-CoV-2 e, consequentemente,
diminuicdo da severidade da doenca. Também observamos que a expressdo do gene LRP11
ocorre principalmente majoritariamente em células epiteliais, as quais tem uma alta expressao

de ACE2, um fator celular importante na infec¢do pelo virus SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Infeccdo pelo SARS-CoV-2, COVID-19 severa, Secretoma, LRP11, SCRNA-
Seq

INTRODUCAO

A pandemia de COVID-19, que teve seu primeiro caso confirmado em Wuhan, na
China (26), se alastrou rapidamente pelo planeta, fazendo mais de 6 milhdes de vitimas fatais
(3). O espectro clinico dos pacientes pode variar de assintomaticos até casos graves, com
evolucdo para o obito (26,78). Além de algumas comorbidades ja estudadas, como hipertensao,
doencas cardiovasculares e diabetes (16,79), pacientes idosos (acima de 60 anos) (80-82), do
sexo masculino (77,80) e com carga viral alta (18,77,83) tem risco aumentado de severidade
e mortalidade (84).
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O SARS-CoV-2 necessita de fatores celulares do hospedeiro para infecgdo, como a
enzima ACE2 (enzima conversora de angiotensina 2) (85). Essa enzima encontra-se
abundantemente expressa no epitélio do pulméo (33). Diferentes estudos ja demonstraram um
aumento na expressao dessa enzima em células epiteliais, com destaque para as do epitélio
respiratorio, em pacientes positivos para COVID-19 (34,36,70). Apos a morte das células
pulmonares pela infeccdo, ha uma resposta imune local com a presenca de macrofagos e
mondcitos, 0s quais sdo responsaveis pela secrecdo de citocinas (48). Alguns pacientes
respondem a essa infec¢do com uma producgdo excessiva de citocinas pré-inflamatorias, evento

conhecido como cytokine storm, acarretando em uma inflamacgéo pulmonar generalizada (86).

Considerando-se esses aspectos da infecdo, a determinacdo do secretoma, que é o
conjunto das macromoléculas secretadas pelas células (58), tem grande potencial de revelar
biomarcadores, mediadores e potenciais alvos terapéuticos para a COVID-19. Um das formas
de anélise do secretoma é o sequenciamento de RNA (RNA-Seq) (68), que é um método de
alto rendimento para analisar o perfil transcricional de um organismo ou de células individuais
(70,87,88). No presente estudo, nos analisamos dados de RNA-Seq de 430 pacientes positivos
e 54 pacientes negativos para a COVID-19. Nossa hipétese é que o perfil de expressao génica
desses pacientes poderia revelar potenciais mediadores e biomarcadores da doenga. Os dados
foram validados utilizando a analise de sScRNA-Seq, usando o conjunto de dados GSE145926
(89), com 12 amostras, sendo 6 de pacientes severos, 3 moderados e 6 saudaveis, com 0
adicional da amostra de BALF saudavel (GSM3660650) do conjunto de dados GSE128033
(90). Por fim, realizamos uma andlise temporal do BALF de 9 macacos rhesus adultos
infectados com SARS-CoV-2 nos dias 1, 2, 4, 7, 10 e 12 (GSE156701) (91).

METODOS
Selecdo de dados e analise da expressao diferencial dos dados de RNA-Seq

Foi selecionado um estudo de RNA-Seq de swabs nasofaringeos de 430 pacientes
positivos para COVID-19 e 54 pacientes negativos (GSE152075) (78). Esses dados foram
coletados no banco de dados GEO (do inglés, Gene Expression Omnibus) (87). Foi utilizada a
plataforma NetworkAnalyst 3.0 (70,88-92) para identificacdo dos genes diferencialmente
expressos (do inglés Differentially expressed genes - DEGs; seguindo os parametros de Log2

Fold Change >|1.5| e p-value < 0.05). Para analise, foi utilizado Log2-counts per million como


https://www.zotero.org/google-docs/?v0Hd4e
https://www.zotero.org/google-docs/?IqmDa3
https://www.zotero.org/google-docs/?4NSWdV
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forma de normalizacdo dos dados, e Limma, como método estatistico, conforme a pipeline da
plataforma NetworkAnalyst 3.0. Os individuos analisados foram separados por idade, segundo
a classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (jovens, < 60 anos; e idosos, > 60 anos),
género (mulheres e homens) e carga viral, (alta, N1 Ct < 24; e baixa, N1 Ct > 24), de acordo
com os valores cycle threshold (Ct) das anélises de RT-qPCR (93). Cada grupo foi analisado
com suas respectivas amostras negativas, e as comparacgoes realizadas em cada analise e a nova

nomenclatura utilizada estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacges para cada analise de expressao diferencial e as novas nomenclaturas,
com seus respectivos numeros de pacientes (n).

Comparacdes entre 0S grupos experimentais Denominagéo

| COVID-19 (n = 430) x Pacientes negativos (n = 54) | COVID-19
Mulheres positivas (n = 201) x Mulheres negativas (n = 30) Mulheres
Homens positivos (n = 176) x Homens negativos (n = 24) Homens
Jovens positivos (n = 241) x Homens negativos (n = 39) Jovens
Idosos positivos (n = 172) x Idosos negativos (n = 15) Idosos
Baixa carga viral (n = 99) x Pacientes negativos (n = 54) Baixa carga viral
Alta carga viral (n = 108) x Pacientes negativos (n = 54) Alta carga viral

A andlise do secretoma humano foi realizada filtrando as listas de DEGs obtidas em
cada comparacdo (mulheres, homens, jovens, idosos, baixa carga viral e alta carga viral), pela
lista de genes do secretoma disponivel no The Human Protein Atlas (71). As proteinas do
secretoma humano foram preditas por uma varredura de proteoma usando pelo menos dois de

trés métodos a seguir para a predi¢do do peptideo sinal: SignalP4.0, Phobius e SPOCTOPUS.

Para a analise temporal do perfil de expressdo génica de alvos selecionados apds a
infeccdo pelo SARS-CoV-2, foram utilizados os dados do estudo de Aid et al. (94)
(GSE156701, disponivel no GEO). Esse estudo possui dados de transcriptoma do BALF
coletados nos dias 1, 2, 4, 7, 10 e 14 de nove macacos rhesus adultos apés a infeccdo com
SARS-CoV-2 (94). Os dados de RNA-Seq foram gerados pela plataforma Illumina NextSeq


https://www.zotero.org/google-docs/?tjOFVW
https://www.zotero.org/google-docs/?LEgmF9
https://www.zotero.org/google-docs/?OO71fV
https://www.zotero.org/google-docs/?YgnpoK
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6000, como descrito no trabalho original (94). Para identificacdo dos DEGs, foi empregada a

mesma metodologia utilizada para analise do GSE152075.

Analise do enriquecimento funcional

Para a analise do enriquecimento funcional, foi utilizada a ferramenta on-line EnrichR
(95-98). Essa ferramenta foi usada na lista de DEGs filtrados pelo secretoma. Os bancos de
dados WikiPathways e GO Biological Process foram usados para determinacdo de vias e
ontologias enriquecidas. Os valores de p-adj<0.05 foram classificados do maior para 0 menor,
e considerados os 5 melhores pontuados (top 5) para a lista de DEGs filtrados pelo secretoma

em cada condicao.

Anélise de interactoma utilizando dados de RNA-Seq

Foi usado o conjunto de potenciais interagdes ligante-receptor da IUPHAR (do inglés,
International Union of Pharmacology) (99) e o banco de dados de conectoma, descrito
previamente por Ramilowski et at. (100), que incluem 695 ligantes, 652 receptores e 2695
interacdes ligante-receptor. Posteriormente, foram utilizadas estratégias de analise descritas no
estudo de Armingol et al. (101) para analisar essas interacdes e aplica-las em diferentes
contextos. Foram consideradas as interacdes positivas dos 43 genes exclusivos do grupo de
melhor prognoéstico. Para o calculo da interacdo ligante-receptor, consideramos a funcéo
Ligante x 0,33 e Receptor x 0,33 pelo valor de Log10Padj < 0,05, onde 1 para pontuacgdo de

comunicacdo foi considerado como positivo.

Rede de interacdo proteina-proteina (PPI)

As proteinas identificadas no interactoma foram submetidas a base de dados STRING
(doinglés, Search Tool for Retrieval of Interacting Genes, versdo 11.5) (102) para a construcao
de uma rede de interacdo proteina-proteina de genes identificados como potencialmente
associados ao progndstico da doenga. Para a construcdo da rede, consideramos experimentos,
bancos de dados, co-expressdo, vizinhanga, e co-ocorréncia como fontes de interacfes ativas.
A pontuacdo minima de interacdo exigida foi 0,700 (alta confianca), e 0s nos desconectados da
rede foram ocultados para simplificar a exibicdo da rede PPI. O valor de p de enriquecimento

de PPI indica a significancia estatistica fornecida pelo STRING. Para visualizar a PPI,


https://www.zotero.org/google-docs/?uWmqDL
https://www.zotero.org/google-docs/?vXljog
https://www.zotero.org/google-docs/?rwe3Sq
https://www.zotero.org/google-docs/?RNLq3K
https://www.zotero.org/google-docs/?0qtt6k
https://www.zotero.org/google-docs/?GoWruM
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utilizamos o software Cytoscape v3.8.2 (Cytoscape: A Software Environment for Integrated

Models of Biomolecular Interaction Networks).

Anélise e representacéo dos dados

Os graficos de barra foram construidos com 0 GRAPHPAD PRISM (GRAPHPAD
Software v8). A analise de Componentes Principais (do inglés, Principal Component Analysis

- PCA) foi construida pela ferramenta on-line ClustVis (biit.cs.ut.ee/clustvis) (103). Os genes

com aumento e diminuicdo de expressao foram visualizados com Volcano plots gerados com a

ferramenta VolcaNoseR (huygens.science.uva.nl/\VVolcaNoseR) (104). O grafico UpSet, para

visualizacdo das intersec¢des de genes com alteracdo de expressao entre as comparacoes, foi

obtido com a ferramenta Intervene (intervene.shinyapps.io/intervene) Os heatmaps foram

gerados com o software Morpheus (software.broadinstitute.org/morpheus) (109). O heatmap

com k-means foi utilizado como método de agrupamento de clusters.

Obtencéo dos dados de scRNA-Seq de pacientes com COVID-19

O conjunto de dados de sequenciamento de células Unicas (GSE145926) selecionado
contém 12 amostras de BALF: 6 pacientes severos e 3 pacientes moderados com COVID-19,
e 3 controles saudaveis. A gravidade da doenca dos pacientes foi definida como moderada,
grave e severa, de acordo com o "Protocolo de Diagnoéstico e Tratamento de COVID-19" pela
Comissao Nacional de Saude da China, emitido em 3 de mar¢o de 2020, como descrito em
Liao et al. (105). Também foi adicionada uma amostra de BALF saudavel (GSM3660650) do
conjunto de dados GSE128033, totalizando 13 amostras com dados de sequenciamento de

RNA de células Unicas.

Anélise dos dados de scRNA-Seq

A demultiplexacéo das amostras dos genes do cluster A (LTF, MST1, SLIT1, GPR162,
LRP1, LRP11, MST1R, GPC1 e SDC1), o processamento do cédigo de barras e a contagem do
identificador molecular exclusivo 5’ de célula unica (UMI, do inglés, unique molecular
identifier) foram realizadas utilizando o Cell Ranger Software Suite (v.3.1.0) (106). O
alinhamento das leituras de SARS-CoV-2 e do transcriptoma em células individuais foi
realizado utilizando a ferramenta STAR (107), a partir do genoma customizado integrando os
genomas humano (GRCh38) e total do virus (GenBank: MN908947.3). A analise de células


http://biit.cs.ut.ee/clustvis/
https://www.zotero.org/google-docs/?buiEbb
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https://www.zotero.org/google-docs/?3kA1K5
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nicas foi feita por meio de linguagem R, com o pacote de desenvolvimento para anélise de
células unicas Seurat (v.3) (108). Para identificar os agrupamentos de células, foi efetuada a
andlise estatistica UMAP (do inglés, uniform manifold approximation and projection). Para a
avaliacdo do perfil de expressdo génica, foram utilizados os graficos dotplot e violinplot. As
figuras foram geradas utilizando as funcbes DotPlot e VInPlot, respectivamente, do pacote
Seurat (v.3).

RESULTADOS

Os genes do secretoma revelam perfis de expressao distintos em pacientes positivos
com diferentes susceptibilidades para COVID-19 severa

NoOs reanalisamos os dados de RNA-Seq de amostras de swabs nasofaringeos de 430
pacientes com COVID-19 e 54 pacientes saudaveis, descritos em Lieberman et al. (77), para
caracterizacdo dos genes diferencialmente expressos (DEGs) (Tabela Suplementar S1). No6s
dividimos as amostras dos pacientes de acordo com o sexo (mulheres e homens), idade (jovens,
< 60 anos; e idosos, > 60 anos) e carga viral (alta, N1 Ct < 24; e baixa, N1 Ct > 24) (Figura
Suplementar 1A). Nossas listas de DEGs de cada comparacdo foram filtradas pela lista de 2641
proteinas secretadas disponivel no The Human Protein Atlas (Tabela Suplementar S2). N6s
identificamos um total de 927 genes do secretoma diferencialmente expressos em pelo menos
uma das comparacOes analisadas (COVID-19, mulheres, homens, jovens, idosos, baixa carga
viral e alta carga viral) (log2 Fold Change [>1.5| e p-adj < 0.05) (Tabelas Suplementares S3-
S9). O heatmap e as analises de agrupamento k-means revelaram perfis distintos de expressdo
génica para cada grupo avaliado, em relacdo ao seu respectivo controle (amostra negativa)

(Figura Suplementar 1B).

A analise de componentes principais (PCA) revelou que homens, idosos, baixa carga
viral e alta carga viral distinguem-se do conjunto composto por COVID-19, mulheres e jovens
(Figura 1A). A comparacéo alta carga viral apresentou uma maior amplitude de FoldChange
(FoldChange |> 1,5, corrigido por Z-Score) do perfil secretor (Figura 1A). NGs obtivemos 257,
177,87, 281, 33, 67 e 375 genes do secretoma com expressdo aumentada e 301, 270, 120, 357,
110, 503 e 230 genes do secretoma com expressdo diminuida nos grupos de COVID-19,
mulheres, homens, jovens, idosos, baixa carga viral e alta carga viral, respectivamente (Tabela

2). Em relacdo ao numero total de genes do secretoma com alteracao de expressao, observamos


https://www.zotero.org/google-docs/?1xXKEy
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que homens e idosos possuem uma menor quantidade de genes com alteracdo na expressdo em
relacdo as demais comparac6es (Figura 1B). Através de Volcano Plots, encontramos os top 10
DEGs com maior variacdo de expressdo em cada uma das comparacoes (Figura Suplementar
2A-G).

Tabela 2. Namero total e de cada grupo analisado de DEGs com aumento e diminuicdo de
expresséo.

Grupos analisados Aumento di expressao Diminuicéo (je expressao
(n total = 1277) (n total = 1891)
COVID-19 257 301
Mulheres 177 270
Homens 87 120
Jovens 281 357
Idosos 33 110
Baixa carga viral 67 503
Alta carga viral 375 230

Genes do secretoma com potencial papel em vias de inflamacé&o e resposta imune para
a infeccdo por SARS-CoV-2 em grupos de risco para a COVID-19 severa

Os DEGs das comparacOes de idade, género e carga viral foram selecionados para
analise de enriquecimento funcional, usando as bibliotecas WikiPathways (Figura 1C) e GO
Biological Process (Figura 1D). Observamos o enriquecimento de vias e termos ontolégicos
relacionados a resposta imunoldgica e a inflamacéo (Figura 1C-D). Mulheres e pacientes com
baixa carga viral apresentam uma menor expressao de genes associados a resposta imunolégica
e a inflamacéo (Figura 1C-D). Pacientes com alta carga viral aumentam a expressdo de vias e
termos ontoldgicos relacionados a resposta de citocinas, como cytokine-mediated signaling
pathway, chemokine signaling pathway e cellular response to cytokine stimulus (Figura 1C-
D), e em vias de resposta imunolégica e inflamatéria, como SARS-CoV-2 innate immunity
evasion and cell-specific immune response, inflammatory response, complement activation e

regulation of T cell prolifaration (Figura 1C-D).
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Figura 1. Andlise da expressao génica do secretoma do BALF de pacientes nas comparacdes estudadas
(idade, género e carga viral). (A) Analise dos componentes principais (PCA) dos dados de expressdo dos genes
do secretoma das 6 comparacdes. (B) Caracterizacdo do nimero total de DEGs com aumento e diminuicdo de
expressdo em cada comparacdo. (C) Bubble heatmap das 5 vias melhores pontuadas (top 5) no combined score
da biblioteca WikiPathways e (D) da biblioteca GO Biological Process. O tamanho da bolha e a intensidade da

cor sdo representados, respectivamente, pelo valor de p ajustado transformado em -log10 e pelo valor de combined

score.

Analise do interactoma dos 43 genes revelam diferencas nos perfis de expressao entre
0s

Calculamos a sobreposicdo de genes do secretoma entre as comparacdes analisadas
atraves da ferramenta UpSet Plot. O grupo de melhor prognostico para a COVID-19, que é
composto por mulheres, jovens e baixa carga viral, possui 43 genes exclusivos (Figura 2A).
Esses genes estdo caracterizados na Tabela Suplementar S10. Encontramos que o0s 43 genes
possuem perfis de expressdo génica diferentes entre si em relacdo ao grupo de melhor
prognostico e ao grupo de pior prognostico. Dentre esse conjunto de 43 genes, o0 grupo de
melhor prognéstico demonstra um perfil com mais genes com diminuicdo de expressdo,
enquanto o grupo de pior progndstico apresenta um perfil com menos genes apresentando
diminuicdo da expressdo (Figura 2B). Em pacientes com baixa carga viral, alguns genes
possuem maior significancia estatistica, como o MYDGF, HSD11B1L, SLIT1, MANF,
B3GNT9, SPON2 e C4B (Figura 2B). Partindo do pressuposto de co-expressao para
identificacdo de genes relevantes para a doenga, fizemos uma rede ligante-receptor para
potenciais interacGes encontradas nesse grupo de 43 genes (Figura 2C), para identificar, além
das moléculas secretadas, seus respectivos receptores. Observamos que os perfis de expressado
dos pares de ligantes-receptores encontrados distinguem-se entre 0s grupos de melhor e pior
prognostico. (Figura 2D). O agrupamento por Euclidian distance nos retornou 3 clusters. Os
pares de ligantes-receptores do cluster A (LTF_GPR162, LTF LRP1, LFT_LRP11,
MST1 MSTIR, SLIT1 _GPC1 e SLIT1 _SDC1) encontram-se com menor expressao no grupo
de melhor progndstico em comparagéo ao grupo de pior prognoéstico (Figura 2D). Os pares dos
grupos de melhor e pior prognostico do cluster B (EFEMP2_PLSCR4, LTF_TFRC,
CALM3_GRM5, TIMP1_CD63, ZG16B_TLR5, NTS_NGFR, FN1_IL17RC, SLIT1_ROBO1,
NTS_SORT1 e SPON2_ITGB) possuem expressdo heterogénea entre si (Figura 2D). Por fim,
observamos que os pares do cluster C (C4B_CR1, SPON2_ITGAM, ZG16B TLR6,
ZG16B _TLR2 e ZG16B_TLR4) tém sua expressao aumentada no grupo de melhor prognostico
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(Figura 2D). Ao realizar a analise funcional dos pares de ligantes-receptores, vimos que a
lactoferrina (LTF), gene presente no cluster A, possui atividade antiviral (Tabela Suplementar
S10), podendo assim ter relagdo com a severidade da COVID-19. Visto isso, selecionamos o

cluster A para andlises posteriores.
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Figura 2. Caracteriza¢do do grupo de 43 genes exclusivos em comum no grupo de melhor prognoéstico
(mulheres, jovens e baixa carga viral). (A) UpSet plot dos DEGs do secretoma do BALF compartilhados entre
as comparagdes. (B) Bubble heatmap dos 43 genes exclusivos das comparagcGes de bom progndstico. A
intensidade da cor das bolhas representa o valor de p ajustado transformado em -log10, enquanto que o tamanho
da bolha representa o valor de combined Score. A clusterizagdo foi feita através de Euclidian distance. (C)
Interactoma dos 43 genes. (D) Heatmap dos pares de ligantes e receptores do interactoma dos 43 genes. A cor
azul representa os genes com expressao diminuida, enquanto que a cor vermelha, os genes com aumento de
expressdo. Quanto mais escura a cor, maior o valor de combined score do par de ligante-receptor. A clusterizacédo
foi feita através de Euclidian distance.

Relacionamos 0s niveis de expressao dos genes de ligantes (LTF, MST1 e SLIT1) e
receptores (GPR162, LRP1, LRP11, MST1R, GPC1 e SDC1) presentes no cluster A com a
carga viral do secretoma através da analise de scRNA-Seq, utilizando o conjunto de dados
GSE145926, com adicdo de uma amostra saudavel (GSM36600650), disponiveis no GEO
(Figura 3). O gene LRP11 tem um nivel de expressdo aumentado em pacientes com a carga
viral alta se comparado com a expressdo em pacientes com baixa carga viral, onde o nivel é

dimin.uido (Figura 3).
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Figura 3. Violin plot demonstrando os niveis de expressdo dos ligantes e receptores presentes no cluster A usando
os dados do conjunto de dados GSE145926 com adicional da amostra de BALF saudavel GSM3660650 do
conjunto de dados GSE128033. Os genes LTF e SLIT1, que estdo presentes em mais de um par de ligante-receptor,

foram representados apenas uma vez.
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Para confirmar esses nossos achados, correlacionamos os niveis de expressdo génicas
desses 3 ligantes e 6 receptores com a carga viral de SARS-CoV-2, a partir da reanalise dos
dados de Aid et al. (GSE156701) (91), que avaliou a ruptura endotelial e a trombose vascular
Para confirmar esses nossos achados, correlacionamos os niveis de expressdo génica desses 3
ligantes e 6 receptores com a carga viral de SARS-CoV-2, a partir da reanalise dos dados de
Aid et al. (GSE156701) (91), que avaliou a ruptura endotelial e a trombose vascular em
macacos rhesus infectados com SARS-CoV-2 (91). Observamos que o gene LRP11 aumenta
seus niveis de expressdo com a progressdo dos dias pos-infecgdo (dias 1, 2, 4,7,10e 14) e
aumento da carga viral (Figura 4). Dentre os genes de ligantes e receptores do cluster A, o gene
LRP11 foi a Unica que demonstrou esse tipo de perfil varidvel durante os dias avaliados, tendo

seus niveis de expressdo aumentando de acordo com os dias avaliados. (Figura 4).
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Figura 4. Box plot do time course dos niveis de expressdo dos ligantes e receptores presentes no cluster A nas
amostras de BALF de nove macacos rhesus adultos infectados com SARS-CoV-2 (GSE156701). As amostras de
BALF de cada macaco infectado foram coletadas nos dias 1, 2, 4, 7, 10 e 14 ap06s a infeccdo pelo virus. Os genes
LTF e SLIT1, que estdo presentes em mais de um par de ligante-receptor, foram representados apenas uma vez.
D1: dia 1; D2: dia 2; D4: dia 4; D7: dia 7; D10: dia 10; e D14: dia 14.
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Para revelar a expressdo de cada ligante e receptor do cluster A nos tipos celulares

presentes no BALF, foi feita a analise de SCRNA-Seq utilizando 12 amostras de BALF, sendo

6 pacientes com COVID-19 severa, 3 pacientes moderados e 6 saudaveis, com adicional de

uma amostra de BALF saudavel. O gene GPR162 também se encontra expressa em células

epiteliais, enquanto o LRP1 tem sua maior expressdo em macréfagos (Figura 5). Esse mesmo

resultado pode ser visualizado na Figura 6, onde atraveés de um dotplot, observamos que a

LRP11 possui um percentual de expressdao e uma expressdo média predominantemente em

células epiteliais. Comparando com a expressdo dos genes que codificam os 13 genes

pertencentes a familia dos receptores de LDL, a LRP11 se destaca das demais em questdo de

expressdo média e porcentagem de expressao (Figura Suplementar 4).
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Figura 5. Grafico UMAP representando a distribuicdo de expressao dos ligantes e receptores do cluster A nos
tipos celulares presentes no BALF, utilizando os dados do conjunto de dados GSE145926 com adicional da
amostra de BALF saudavel GSM3660650 do conjunto de dados GSE128033. Quanto mais escuro 0 roxo, maior
a expressdo do gene no tipo celular correspondente aquela zona. Na legenda da figura encontram-se os respectivos
tipos celulares, determinados pelas cores, categorizados em 11 clusters. Todas as amostras foram analisadas

utilizando o pacote Seurat (v. 3) da linguagem R.

Através das analises baseadas em scRNA-Seq, pudemos predizer em quais tipos
celulares do fluido do lavado bronco alveolar nosso grupo de genes esta expresso. A LRP11 é
expressa principalmente em células epiteliais (Figura 5). 70% de sua expressdo ocorre em
células epiteliais, 22% em macrofagos, 6% em células T, e apenas 1% da expressdo em células

natural killer (NK) e células dendriticas mieloides (mDC) (Figura Suplementar 3).
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Figura 6. Dotplot representando a expressdo de cada ligante e receptor presentes no cluster A em cada tipo celular
encontrado no BALF. A intensidade da cor e o tamanho da bola sdo, respectivamente, a expressdo média de cada
gene e o percentual expresso em cada tipo celular. Para essa representacdo foram utilizados os dados do conjunto
de dados GSE145926 com adicional da amostra saudavel de BALF (GSM3660650) do conjunto de dados
GSE128033, utilizando o pacote Seurat (v. 3) da linguagem R.
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DISCUSSAO

Nesse estudo, nés utilizamos analises de bioinforméatica como método de investigacdo
para identificar alteragdes em genes presentes no secretoma humano que pudessem predizer o
progndstico de pacientes positivos para COVID-19. Para as analise, usamos 0s GSE152075,
GSE145926, uma amostra de BALF saudavel (GSM36600650) do conjunto de dados
GSE120833 e 0 GSE156701, disponiveis no banco de dados GEO (92). Essa estratégia revelou
perfis de expressdo do secretoma diferentes entre as varidveis de sexo, idade e carga viral.

Pacientes do sexo masculino e com idade acima de 60 anos estdo associados a um pior
prognostico paraa COVID-19 (49,80). O estudo de Freire et al. (57) demonstrou que mulheres
e jovens possuem uma modulacdo inversa de citocinas e quimiocinas e da transcricdo de
neutrdéfilos, sugerindo uma melhor resposta imunorregulatdria nesses dois grupos de pacientes
(57). Nossas analises de enriquecimento funcional revelaram genes com expressdo diminuida
em vias relacionadas a resposta imunoldgica e inflamacdo em pacientes do sexo feminino.
Outra variavel relacionada ao pior progndstico € a carga viral de SARS-CoV-2, onde pacientes
com uma carga viral alta tem aumento da severidade e mortalidade da COVID-19 (18,83). Em
nosso estudo, os genes relacionados as vias de sinalizacdo de citocinas e quimiocinas, resposta
inflamatéria e regulacdo da proliferacdo de células T encontraram-se com aumento de
expressao em pacientes com alta carga viral. Foram detectados em estudos anteriores que altos
niveis de expressao de interleucina-1B (IL-1B), CXCL10, interferon-y (IFN-y) e proteina
quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1), também conhecida como CCL2, em pacientes com
COVID-19 (93). Essa producéo excessiva de moléculas pro-inflamatérias é chamada cytokine
storm (94), responsavel por acarretar uma hiper inflamacdo pulmonar generalizada (86).

Inicialmente, hipotetizamos identificar genes relacionados a um pior progndstico.
Porém, nossos dados identificaram um conjunto de genes que, tendo sua expressdo diminuida,
podem oferecer um fator protetivo contra a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Esses genes foram
identificados ao analisarmos ligantes e seus respectivos receptores, com diferenca estatistica
apenas no grupo de melhor prognostico, ou seja, pacientes mulheres, jovens e com baixa carga
viral. Isso revela a importancia de examinar ndo somente as moléculas secretadas pelas células,
mas também para seus receptores. Os genes em questdo sdo LTF, MST1, SLIT1 (ligantes), e
GPR162, LRP1, LRP11, MST1R, GPC1 e SDC1 (receptores).

Os genes LRP1 e LRP11 sdo membros da familia de receptores de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), juntamente com mais 12 outros genes (95). Em consequéncia da infec¢éo

por patdgenos, pode haver alteracfes na homeostase de lipoproteina, bem como na inflamacéo
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decorrente dessa infeccdo (96). A maioria das infeccdes, sendo a mais investigada a infeccao
pelo HIV, estdo associadas com niveis reduzidos de lipoproteinas plasmaticas (96). Na
COVID-19, h4a o aumento da angiotensina 2 devido a disfuncdo da ACE2, 0 que causa 0
aumento dos niveis de LDLR (97). Em estudo de Pillay et al. (98), em que os autores visaram
encontrar proteinas essenciais para a infeccdo por virus adeno-associados (VAA), o LDLR
produziu infecciosidade reduzida em 2 vezes, mostrando que o LDLR é importante para a
infeccdo viral (98). O LRP1 também ja foi descrito como um fator derivado do hospedeiro em
resposta a infec¢do pelo SARS-CoV-2 (99). Esses autores observaram que a auséncia de LRP1,
em células Calu-3 de pulmao humano, reduziu de forma estavel o nivel de RNA viral (99).
Entretanto, ainda ndo existem estudos conhecidos que relacionam a expressdo génica de LRP11
com a infeccdo pelo SARS-CoV-2.

Nossos resultados demonstraram que, no grupo de melhor prognostico, o gene LRP11
encontra-se com a expressao génica mais reduzida se comparado ao grupo de pior progndstico.
Também observamos, através da analise de single-cell RNA-Seq, que a expressao de LRP11 é
predominante em células epiteliais. A maioria das celulas que expressam ACEZ2, proteina
importante para a infecgdo pelo SARS-CoV-2, sdo pneumdcitos tipo 2 (100). Sungnak et al.
(34) observaram uma expressao enriquecida de ACE2 em células epiteliais nasais, que sdo a
principal via de infeccdo do SARS-CoV-2 e também de transmissao do virus (101).

Em concluséo, nosso estudo demonstrou que a investigacdo de expressao do secretoma
e a caracterizagdo da comunicacdo célula-célula é uma estratégia valida para identificar
moléculas relevantes para o prognostico da COVID-19. Nossos dados revelaram um conjunto
de 43 genes com seu perfil de expressdo diminuido no grupo de pacientes de melhor
progndstico. Entre esses genes, o LRP11 se destacou por, além da expressdo diminuida no
grupo de melhor progndstico, € expresso principalmente em células epiteliais. Portanto,
concluimos que o gene LRP11, em expressdo diminuida, possui um fator protetivo contra a
infecgé@o pelo SARS-CoV-2, podendo ser utilizado, em futuros estudos, como alvo de drogas

para essa doenca.
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4 - Conclusao

A COVID-19 é uma doenga que fez muitas vitimas, principalmente nos anos em que
foi considerada uma pandemia. Pacientes do sexo feminino, jovens e com carga viral baixa séo
indicadores de melhor progndstico como consequéncia da diferenca da resposta transcricional
de genes pro-inflamatorios e da idade pulmonar. Visto isso, a compreensao dos mecanismos
moleculares envolvidos na piora ou na ndo-piora da COVID-19 é de extrema importancia para
a predicdo de moléculas com potencial de novos biomarcadores e alvos terapéuticos.

Pacientes do sexo masculino e com idade acima de 60 anos estdo associados a um pior
prognostico paraa COVID-19 (49,79). O estudo de Freire et al. (57) demonstrou que mulheres
e jovens possuem uma modulacdo inversa de citocinas e quimiocinas e da transcricdo de
neutrdéfilos, sugerindo uma melhor resposta imunorregulatdria nesses dois grupos de pacientes
(57). Nossas analises de enriquecimento funcional revelaram genes com expressdo diminuida
em vias relacionadas a resposta imunoldgica e inflamacdo em pacientes do sexo feminino.
Outra variavel relacionada ao pior progndstico € a carga viral de SARS-CoV-2, onde pacientes
com uma carga viral alta tem aumento da severidade e mortalidade da COVID-19 (18,83). Em
nosso estudo, os genes relacionados as vias de sinalizacdo de citocinas e quimiocinas, resposta
inflamatéria e regulacdo da proliferacdo de células T encontraram-se com aumento de
expressao em pacientes com alta carga viral. Foram detectados em estudos anteriores que altos
niveis de expressdo de interleucina-1B (IL-1B), CXCL10, interferon-y (IFN-y) e proteina
quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1), também conhecida como CCL2, em pacientes com
COVID-19 (93). Essa produgdo excessiva de moléculas pro-inflamatorias é chamada cytokine
storm (94), responsavel por acarretar uma hiper inflamacdo pulmonar generalizada (86).

Inicialmente, hipotetizamos identificar genes relacionados a um pior progndstico.
Porém, nossos dados identificaram um conjunto de genes que, tendo sua expressdo diminuida,
podem oferecer um fator protetivo contra a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Esses genes foram
identificados ao analisarmos ligantes e seus respectivos receptores, com diferenca estatistica
apenas no grupo de melhor prognostico; ou seja, pacientes mulheres, jovens e com baixa carga
viral. Isso revela a importancia de examinar ndo somente as moléculas secretadas pelas células,
mas tambem para seus receptores. Os genes em questdo sdo LTF, MST1, SLT1 (ligantes)
GPR162, LRP1, LRP11, MST1R, GPC1 e SDC1 (receptores).

Os genes LRP1 e LRP11 sdo membros da familia de receptores de lipoproteina de baixa

densidade (LDL), juntamente com mais 12 outros genes (95). Em consequéncia da infec¢éo
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por patdgenos, pode haver alteracdes na homeostase de lipoproteina, bem como na inflamacao
decorrente dessa infeccdo (96). A maioria das infeccdes, sendo a mais investigada a infecgédo
pelo HIV, estdo associadas com niveis reduzidos de lipoproteinas plasmaéticas (96). Na
COVID-19, h4a o aumento da angiotensina 2 devido a disfuncdo da ACE2, 0 que causa 0
aumento dos niveis de LDLR (97). Em estudo de Pillay et al. (98), em que os autores visaram
encontrar proteinas essenciais para a infeccdo por virus adeno-associados (VAA), o LDLR
produziu infecciosidade reduzida em 2 vezes, mostrando que o LDLR ¢ importante para a
infeccdo viral (98). O LRP1 também ja foi descrito como um fator derivado do hospedeiro em
resposta a infeccdo pelo SARS-CoV-2 (99). Esses autores observaram que a auséncia de LRP1,
em células Calu-3 de pulmao humano, reduziu de forma estavel o nivel de RNA viral (99).
Entretanto, ainda ndo existem estudos conhecidos que relacionam a expresséo génica de LRP11
com a infeccdo pelo SARS-CoV-2.

Nossos resultados demonstraram que, no grupo de melhor prognostico, o gene LRP11
encontra-se com a expressao génica mais reduzida se comparado ao grupo de pior prognaostico.
Também observamos, atraves da analise de single-cell RNA-Seq, que a expressdo de LRP11 é
predominante em células epiteliais. A maioria das celulas que expressam ACEZ2, proteina
importante para a infeccdo pelo SARS-CoV-2, sdo pneumacitos tipo 2 (100). Sungnak et al.
(34) observaram uma expressao enriquecida de ACE2 em células epiteliais nasais, que sdo a
principal via de infecgdo do SARS-CoV-2 e também de transmisséo do virus (101).

Desta forma, concluimos que a analise do perfil do secretoma pelo transcriptoma em
dados de RNA-Seq é um método eficaz para identificar moléculas secretadas durante a infeccéo
pelo SARS-CoV-2. Pacientes do sexo feminino, jovens e com baixa carga viral apresentam um
conjunto de genes do interactoma com expressdo diminuida que predizem um melhor
progndstico para esse grupo. Dentre esses genes, o receptor LRP11, com diminuicdo da
expressdo, tem efeito protetivo contra a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Esse gene encontra-se
expresso principalmente em células epiteliais alveolares, as quais constituem o principal tipo

celular alvo desse virus.
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6 — Apéndices A

6.1 Figuras suplementares
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Figura Suplementar 1. Analises transcriptdmicas de amostras de swabs nasofaringeos de pacientes positivos
para COVID-19 do conjunto de dados GSE152075. (A) Numero total de amostras positivas e negativas para

COVID-19 nos respectivos grupos: COVID-19, sexo (mulheres e homens), idade (jovens, < 60 anos; idosos > 60

anos) e carga viral (baixa e alta). (B) Heatmap dos valores de expressdo de logFC em cada comparacao analisada.

As linhas (genes do secretoma) e as colunas (comparagdes) foram agrupadas através de k-means.
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Figura Suplementar 2. Volcano plots dos DEGs do secretoma de BALF de pacientes com COVID-19 com
alteracdo na expressao entre as comparacfes (COVID-19, sexo, idade e carga viral). Cada ponto representa um
gene. Os pontos vermelhos representam os genes com aumento de presséo, enquanto que 0s pontos azuis, 0s genes
com diminuicdo da expressdo. (A) COVID-19. (B) Mulheres. (C) Homens. (D) Jovens. (E) Idosos. (F) Baixa

carga viral. (G) Alta carga viral.
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Figura Suplementar 3. Porcentage plot demonstrando a porcentagem de expressdo de cada ligante e receptor
presente no cluster A em cada tipo celular encontrado nas amostras de BALF, utilizando os dados do conjunto de
dados GSE145926 com adicional da amostra saudavel de BALF (GSM3660650) do conjunto de dados
GSE128033, utilizando o pacote Seurat (v. 3) da linguagem R.
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Figura Suplementar 4. Dotplot representando os niveis de expressdo dos genes participantes da familia de
receptores de LDL em cada tipo celular encontrado nas amostras de BALF, utilizando os dados do conjunto de
dados GSE145926 com adicional da amostra saudavel de BALF (GSM3660650) do conjunto de dados
GSE128033, utilizando o pacote Seurat (v. 3) da linguagem R.
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