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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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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).
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