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RESUMO

Pacientes portadores de neoplasias apresentam maior suscetibilidade a infec¢cdo pelo virus
SARS-CoV-2 e maior probabilidade de evoluir para desfechos graves. Nesse contexto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a resposta imune em pacientes com neoplasias malignas
infectados pelo SARS-CoV-2, pela analise das células imunes no sangue periférico e das
concentragdes plasmaticas de mediadores inflamatorios. Para isso, 58 individuos foram
incluidos no estudo, desses, 28 pacientes com diagndstico de COVID-19 (14 pacientes
oncologicos e 14 ndo oncoldgicos) e 30 individuos considerados saudédveis, como grupo
controle. As células imunes e as citocinas plasmaticas foram avaliadas por citometria de fluxo.
As concentragdes de mieloperoxidase (MPO) e 6xido nitrico (NO) foram determinadas por
métodos colorimétricos. Os pacientes oncologicos com COVID-19 apresentaram redugdo de
linfécitos T, linfocitos B e células NK, em comparagdo com o grupo controle. Dentro do
compartimento dos linfocitos T CD4" ¢ T CD8" foi observado um aumento da proporgio de
linfocitos T CD4" CD25" e T CD8" CD25". Além disso, também foi observado aumento dos
valores relativos de neutréfilos e da relacdo N/L e aumento de neutrdfilos com expressao de
CD62L. No compartimento monocitico foram evidenciadas diminuicdo de monoécitos nado
classicos (ncMO) e expressdo do marcador atipico CD56 em mondcitos. Além disso, foi
constatado diminui¢do da expressdo de HLA-DR nos mondcitos classicos (¢cMO) e ncMO.
Ademais, a andlise das células dendriticas (DCs) mostrou uma diminui¢do dessa populagao
celular nos pacientes oncoldgicos, com alteragdes dentro do compartimento das DCs, onde foi
observado um aumento de células dendriticas classicas/mieloides (mDCs) e diminui¢do de
células dendriticas plasmocitoides (pDCs). Em relagdo a andlise dos mediadores inflamatorios,
os pacientes oncologicos também apresentaram concentragdes plasmaticas elevadas de IL-
12p70, IL-6 e IL-10. No entanto, as concentragdes de IL-17A e 6xido nitrico apresentaram-se
diminuidas. Os resultados obtidos indicam uma resposta imune mais severamente desregulada
nos pacientes oncoldgicos infectados pelo virus SARS-CoV-2. Embora apresentem uma
resposta de citocinas pro-inflamatorias, com elevacdo de IL-6, IL-12p70, esses pacientes
apresentam um quadro imunossupressor, caracterizado pela intensa linfopenia, diminuigdo da
expressdo de HLA-DR em mondcitos, aumento da propor¢do de linfocitos T CD4" e T CD8"
CD25" e concentragdes elevadas de IL-10. O comprometimento desencadeado no sistema
imune pelo SARS-CoV-2 em pacientes portadores de neoplasias malignas, ja debilitado pelo
cancer, potencializa ainda mais a disfun¢do imune, o que leva a gravidade da COVID-19 nesses
pacientes.

Palavras-chave: COVID-19; SARS-CoV-2; Neoplasia; Imunidade; Pacientes oncoldgicos.



ABSTRACT

Patients with cancer are more susceptible to infection by the SARS-CoV-2 virus and are more
likely to develop serious outcomes. In this context, the objective of this study was to evaluate
the immune response in patients with malignant neoplasms infected by SARS-CoV-2, by
analyzing immune cells in peripheral blood and plasma concentrations of inflammatory
mediators. For this, 58 individuals were included in the study, of which 28 patients diagnosed
with COVID-19 (14 oncology patients and 14 non-oncology patients) and 30 individuals
considered healthy, as a control group. Immune cells and plasma cytokines were evaluated by
flow cytometry. Myeloperoxidase (MPO) and nitric oxide (NO) concentrations were
determined by colorimetric methods. Cancer patients with COVID-19 showed a reduction in T
lymphocytes, B lymphocytes and NK cells compared to the control group. Within the CD4+
and CD8+ T lymphocyte compartment, an increase in the proportion of CD4+ CD25+ and
CD8+ CD25+ T lymphocytes was observed. In addition, an increase in the relative values of
neutrophils and the N/L ratio and an increase in neutrophils with CD62L expression were also
observed. In the monocytic compartment, there was a decrease in non-classical monocytes
(ncMO) and expression of the atypical marker CD56 in monocytes. In addition, a decrease in
HLA-DR expression was observed in classic monocytes (cMO) and ncMO. Furthermore,
analysis of dendritic cells (DCs) showed a decrease in this cell population in cancer patients,
with changes within the DC compartment, where an increase in classic/myeloid dendritic cells
(mDCs) and a decrease in plasmacytoid dendritic cells (pDCs) was observed. Regarding the
analysis of inflammatory mediators, cancer patients also had elevated plasma concentrations of
IL-12p70, IL-6 and IL-10. However, the concentrations of IL-17A and nitric oxide were
reduced. The results obtained indicate a more severely deregulated immune response in cancer
patients infected with the SARS-CoV-2 virus. Although they have a pro-inflammatory cytokine
response, with elevation of IL-6, IL-12p70, these patients have an immunosuppressive
condition, characterized by intense lymphopenia, decreased expression of HLA-DR in
monocytes, increased proportion of CD4+ and CD8+ CD25+ T lymphocytes and high
concentrations of IL-10. The impairment triggered in the immune system by SARS-CoV-2 in
patients with malignant neoplasms, already weakened by cancer, further enhances immune
dysfunction, which leads to the severity of COVID-19 in these patients.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; Neoplasm; Immunity; Oncology patients.
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1 INTRODUCAO

O novo coronavirus, designado SARS-CoV-2, causador da Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SARS), foi identificado no inicio de janeiro de 2020 ap6s um surto de pneumonia
viral na cidade de Wuhan, na China (EJAZ et al., 2020; GOSAIN et al., 2020; HU et al., 2021).
Devido a sua alta transmissibilidade, o virus se disseminou rapidamente por todo o mundo,
levando a pandemia da COVID-19. Estima-se que mais de 500 milhdes de casos e mais de 6
milhdes de mortes ocorreram até o més de junho de 2022 (WHO, 2022). Nesse mesmo periodo,
o Brasil contabilizou mais de 30 milhdes de casos e mais de 600 mil dbitos em decorréncia da
COVID-19 (BRASIL, 2022).

O curso clinico da COVID-19 ¢ heterogéneo, as manifestagdes clinicas variam desde
sintomas respiratdrios como febre, tosse seca e fadiga, até sintomas debilitantes persistentes e
ao obito (BRODIN, 2021; FRATER et al.,2020). Os pacientes que evoluem para casos graves
da COVID-19 desenvolvem complicagdes tromboembdlicas, hiperinflamagdo sisté€mica,
sindrome do desconforto respiratdrio agudo e podem evoluir para faléncia de multiplos 6rgaos
(WALTER et al., 2022a). Além de ter sido observado que o risco da COVID-19 aumenta com
aidade (BRODIN, 2021), muitos dos pacientes que evoluiram para as formas graves da doenca
apresentaram evidéncias de comorbidades preexistentes, entre elas, doencas cardiovasculares,
pulmonares, renais e cancer (EJAZ et al., 2020).

Como o SARS-CoV-2 entra na célula alvo, a gravidade da COVID-19 parece ser
modulada ndo somente pela infeccdo viral, mas também pela resposta imune e inflamatdria
desregulada do hospedeiro (BOECHAT et al., 2021). Ao entrar na cé€lula alvo, a infec¢ao pelo
SARS-CoV-2 gera uma resposta imunologica, inata e adaptativa (LI, X. et al., 2020). Apds
serem recrutados, os linfocitos T respondem rapidamente a infec¢do e desencadeiam uma
resposta inflamatoria com ativacdo de citocinas, com o intuito de combater o patdgeno
(GOSAIN et al., 2020). E observado, nos casos mais graves da doenga, uma ativago
descontrolada dessa resposta inflamatoria (YANG et al., 2020), o que desencadeia uma
“tempestade de citocinas”, que ¢ a principal causa de SARS e faléncia de multiplos 6rgaos
(BAKOUNY etal., 2020; HU et al., 2020; YE et al., 2020). Diante da hiperinflamagao, observa-
se falhas nos mecanismos de defesa da imunidade inata que parecem estar relacionados com as
formas mais criticas da doenca, o que contribui para a rapida disseminagdo viral e a
desregulacdo do sistema imune. A resposta imune adquirida, quando amplificada, pode ser
extremamente prejudicial ao hospedeiro, principalmente nos individuos com comorbidades

coexistentes (BOECHAT et al., 2021).
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Sabe-se que individuos com neoplasias malignas, em geral, sio mais suscetiveis a
infecgdes, pois apresentam frequentemente multiplos fatores de risco, doengas cronicas
coexistentes e estado de saude debilitado associado a imunossupressao decorrente diretamente
do cancer ou do tratamento antineoplasico (BAKOUNY et al., 2020; DAI et al., 2020;
TARTARONE; LEROSE, 2020). Evidéncias indicam também, que a linfopenia ¢ um indicador
independente de mau progndstico em pacientes com COVID-19 (CHEN; WHERRY, 2020;
TAN et al., 2020), o que ¢ um achado frequente em pacientes oncologicos e, portanto, indica
que a resposta imune necessaria para combater o virus estd comprometida nesses pacientes
(GOSAIN et al., 2020). Além disso, estudos demonstraram que pacientes com cancer exibem
uma resposta de citocinas inflamatorias exacerbada, o que contribui para o aumento da
mortalidade nesses pacientes (AMERE SUBBARAO, 2021). As razdes para alta incidéncia de
individuos com COVID-19 nesse subgrupo podem estar associadas a fatores biologicos e
imunoloégicos (BAKOUNY et al., 2020). Assim, neste estudo foi avaliada a resposta imune em
pacientes com neoplasias malignas e infectados com o virus SARS-CoV-2, a fim de identificar

novos biomarcadores de progndstico nesses individuos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SURGIMENTO DA COVID-19

Em dezembro de 2019, varias unidades de satde na cidade de Wuhan, na China, relataram
um surto de pneumonia de etiologia desconhecida. Os pacientes apresentavam sintomas
clinicos semelhantes aos da sindrome respiratoria aguda grave (SARS) e sindrome respiratoria
do oriente médio (MERS) (HU et al., 2020). Os primeiros registros de pacientes hospitalizados
estavam epidemiologicamente ligados ao mercado de frutos do mar, Huanan Seafood
Wholesale Market, localizado no centro de Wuhan, que além da comercializacdo de frutos do
mar, também ¢ responsavel pela venda de animais selvagens vivos (CHAMS et al., 2020; HU
etal., 2020; HOLMES et al., 2021). Em janeiro de 2020, foi confirmado que o agente etiologico
responsavel pelo surto de pneumonia viral tratava-se de um novo coronavirus, posteriormente
denominado SARS-CoV-2, e a doenga ficou conhecida como COVID-19 (UDDIN et al., 2020).
Em 10 de janeiro de 2020, o Centro de Controle e Preven¢do de Doengas da China (CDC)
tornou publica a primeira sequéncia do genoma viral (CHAMS et al., 2020). A sequéncia
gendmica do SARS-CoV-2, embora apresente aproximadamente 80% de compatibilidade com
SARS-CoV, parecia estar diretamente relacionada a varios coronavirus de morcegos, em
particular o RaTG13 (UDDIN et al., 2020).

Os coronavirus infectam uma ampla gama de hospedeiros, incluindo morcegos,
pangolins, passaros, camundongos e humanos (ASSELAH et al., 2020). O SARS-CoV-2 tem
alta semelhanca genética com o coronavirus de morcego denominado “RaTG13” detectado em
Rhinolophus affinis, o que sustenta a hipdtese de que o SARS-CoV-2 provavelmente se originou
em morcegos (HU et al., 2020; WANG, M. et al., 2020), enquanto um hospedeiro intermediario
pode ter exercido o papel na disseminacdo da doenca para os humanos (DHAMA et al., 2020).
Estudos sugerem que devido a alta similaridade genética entre coronavirus isolado de pangolins
com a cepa humana, os pangolins sdo considerados potenciais hospedeiros intermediarios

(WANG, M. et al., 2020).

2.2 CORONAVIRUS E O SARS-COV-2

Os primeiros coronavirus humanos foram identificados na década de 1960, quando os

individuos infectados apresentavam sintomas respiratorios leves (UDDIN et al., 2020). Os

coronavirus sdo virus envelopados de RNA de fita simples, de sentido positivo, pertencentes a
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familia Coronaviridae. Eles sdo subdivididos em quatro géneros alfa (a), beta (), gama (y) e
delta (8). Entre esses, apenas os géneros o ¢ [ sdo considerados patogé€nicos para mamiferos e
humanos (LI, X. et al., 2020; SAMUDRALA et al., 2020; WANG, M. et al., 2020). O SARS-
CoV-2 pertence ao género beta-coronavirus, no qual também inclui o SARS-CoV e o MERS-
CoV (CHAMS et al., 2020), que foram responsaveis pelos surtos de coronavirus nas duas
ultimas décadas, a SARS e a MERS, em 2002 e 2012, respectivamente (DHAMA et al., 2020).
Assim como outros coronavirus, 0 SARS-CoV-2 ¢ um virus de RNA envelopado, de fita
simples e de sentido positivo, com um genoma de aproximadamente 30 kb (UDDIN et al.,
2020). Dois ter¢os do genoma viral codificam proteinas ndo estruturais, que sao necessarias
para a replicagdo viral e sua patogénese, enquanto o tergo restante codifica proteinas estruturais
e acessorias, incluindo as principais proteinas estruturais: proteina de pico (S=spike), membrana
(M), nucleocapsideo (N) e envelope (E) (MOAZZAM et al., 2020). A proteina S ¢ considerada
a principal proteina estrutural, fundamental na patogénese e viruléncia do virus, devido a sua
interagdo com o receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (KUMAVATH et
al., 2021), o qual ¢ o principal receptor para entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras
(JACKSON et al., 2020).

Assim como outros virus de RNA, o SARS-CoV-2 apresenta elevado grau de mutagdo
(ZHOU; ZHU; CHU, 2022). As variantes virais sdo decorrentes de alteragdes de nucleotideos
que ocorrem no genoma viral durante o processo de replicacio (CHAVDA; PATEL;
VAGHASIYA, 2022; MISTRY et al., 2022). A Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
classificou as variantes em: variante de preocupacdo (VOC) e variante de interesse (VOI).
Atualmente, cinco variantes de preocupacao foram identificadas: a (B.1.1.7), f (B.1.351), y
(P.1), 3 (B.1.617.2) e, mais recentemente, a Omicron (B.1.1.529), que apresenta um grande
nimero de mutagdes, principalmente na proteina spike (CHAVDA; PATEL; VAGHASIYA,
2022; ZHOU; ZHU; CHU, 2022), que ¢ o alvo das principais vacinas disponiveis atualmente
(MISTRY et al., 2022).
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Figura 1 - Estrutura viral e genoma do virus SARS-CoV-2.
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Acima estdo descritos os elementos estruturais do virus SARS-CoV-2, incluindo as proteinas estruturais:
proteina spike, proteina do nucleocapsideo, proteina de membrana e proteina do envelope e 0 RNA viral de fita

simples. Abaixo estdo descritos os componentes do genoma viral (Adaptado de JAMISON et al., 2022).

2.3 MECANISMO DE ENTRADA DO SARS-COV-2 NAS CELULAS HOSPEDEIRAS

2.3.1 Enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2)

Na maioria das células alvo, a proteina S do SARS-CoV-2 liga-se ao seu principal
receptor celular, a ECA2 (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022; JACKSON et al., 2021). Além
da ECA2 humana (hECA2), o SARS-CoV-2 também reconhece a ECA2 de porco, furdo, gato,
cachorro, coelho, civeta, macaco-rhesus e pangolim (CHANDRASHEKAR et al., 2020; HU et
al., 2020; SHI et al., 2020; ZHAO, X. et al., 2020; ZHOU, P. et al., 2020). Esse amplo
reconhecimento de receptores confere uma ampla gama de hospedeiros ao SARS-CoV-2 (HU

et al., 2020).
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Assim como outros coronavirus, a entrada celular do SARS-CoV-2 depende ndo somente
da interagdo da proteina S com o receptor ECA2, mas também do processamento proteolitico
da proteina S (HOFFMANN et al., 2020; HU et al., 2020). Estudos demonstraram que proteases
do hospedeiro, incluindo a serina protease transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), catepsina L e
furina, participam da clivagem da proteina S, o que permite a entrada do SARS-CoV-2
(HOFFMANN et al., 2020; HU et el., 2020; OU et al., 2020; SHANG et al., 2020). A proteina
S apresenta duas subunidades. O dominio S1 da proteina S ¢ responsavel pela ligacdo ao
receptor da célula e o dominio S2 € responsavel pela fusdo da membrana viral com a membrana
celular (MOAZZAM et al., 2020). A clivagem proteolitica nos sitios S1/S2 e S2” da proteina
S, pelas proteases do hospedeiro, ¢ fundamental na modulagdo do tropismo viral e
patogenicidade (WALLS et al., 2020). A ligacao da proteina S as células do hospedeiro permite
a fusdo das membranas virais € do hospedeiro, o que possibilita a liberagio do RNA viral
diretamente no citoplasma. Em algumas células, o SARS-CoV-2 também pode ser internalizado
por via endocitica. Apds a clivagem pela catepsina ocorre a fusdo da membrana viral com a
membrana endossomal e facilita a entrada do nucleocapsideo no citoplasma (DIAMOND;
KANNEGANTIL 2022). Ap6s a entrada, o RNA ¢ traduzido em proteinas pela maquinaria da
célula e as proteinas e 0 RNA sdo montados em um novo virion no complexo de Golgi, que,

posteriormente, serdo liberados (AHMED-HASSAN et al., 2020).

Figura 2 - Mecanismo de entrada viral do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras.
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Interagdes estruturais entre o virus e a célula hospedeira. Estdo descritas a interagdo entre a proteina S

(Spike) e a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), além da atividade da serina protease transmembrana
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tipo 2 (TMPRSS2) em clivar a proteina S e mediar a internalizagdo celular do virus SARS-CoV-2 (Adaptado de
JAMISON et al., 2022).

2.3.2 Neuropilina- 1 (NRP1)

Assim como o SARS-CoV, o SARS-CoV-2 utiliza a ECA2 para entrar nas células
hospedeiras, no entanto, diferencas no tropismo tecidual entre os dois coronavirus foram
reveladas. Visto que o SARS-CoV-2 infecta outros tecidos, além do sistema respiratdrio, como
coracdo e cérebro, assim como tecidos com baixa expressao da ECA2, isso indica que fatores
adicionais do hospedeiro possam estar envolvidos na entrada viral (CANTUTI-
CASTELVETRI et al., 2020; ABEBE et al., 2021). Alguns estudos demonstraram que a
neuropilina-1 (NRP1) ¢ um importante correceptor que facilita a entrada do SARS-CoV-2 nas
células hospedeiras (LI, Z.; BUCK, 2021; DALY et al., 2020; CANTUTI-CASTELVETRI et
al., 2020). Em uma revisao conduzida por Gudowska-Sawczuk e Mroczko (2021) foi relatado
que a presenga da NRP1 nas células hospedeiras aumenta a infec¢ao ¢ a disseminagao viral. As
neuropilinas sdo glicoproteinas de superficie transmembrana que participam de uma ampla
gama de processos biologicos, com a NRP1 desempenhando um importante papel na
tumorigénese e na imunidade (CHUCKRAN et al., 2020). A expressao da NRP1 em humanos
¢ observada principalmente em células dendriticas e em linfocitos T reguladores. Também tem
sido observada a expressdo de NRP1 na vasculatura tumoral, onde a superexpressao de NRP1
¢ associada a mau prognoéstico no cancer (CHAUDHARY et al., 2013; PRUD’HOMME;
GLINKA, 2012). Em varios tipos de cancer a NRP1 ¢ regulada de maneira positiva e contribui
para a sobrevivéncia e proliferacdo tumoral (RIZZOLIO; TAMAGNONE, 2011). O
enriquecimento de células T reguladoras NRP1 positivas € observado tanto intratumoral, quanto
em locais periféricos, e € evidenciado em varios tipos de neoplasias malignas (CHUCKRAN et
al., 2020). Em um estudo que avaliou a patogénese da COVID-19 em pacientes com canceres
renais, identificaram que juntamente com a expressao de ECA2, a alta expressdao de NRP1 em
canceres renais, pode desempenhar um significativo papel no risco de infectividade pelo virus

SARS-CoV-2, e na sobrevida desses pacientes (HOSSAIN; AKTER; UDDIN, 2021).

2.4 PATOGENESE E CARACTERISTICAS CLINICAS DA COVID-19

ApoOs a entrada viral por meio da interacdo com o principal receptor do hospedeiro, a

ECAZ2, a infec¢do pelo virus SARS-CoV-2 desencadeia manifestagdes clinicas heterogéneas,
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que variam de sintomas leves a insuficiéncia respiratoria grave (LOWERY; SARIOL;
PERLMAN, 2021; HU et al., 2020; VAN EIJK et al., 2021). O SARS-CoV-2 ¢ transmitido por
goticulas respiratérias e por aerossois, € os individuos infectados apresentam sinais clinicos
ap6s um periodo de incubagao de aproximadamente 5 dias (LAMERS; HAAGMANS, 2022).
Grande parte dos pacientes apresentam um quadro clinico leve ou permanecem assintomaticos,
o que compreende cerca de 80% dos individuos infectados (JAMAL et al., 2021). Os sintomas
mais comumente relatados sao febre, fadiga, tosse seca e mialgia (DHAMA et al., 2020). Além
disso, sintomas como dor de cabega, diarreia, dor de garganta, calafrios, nauseas e vomitos
também sao relatados (HU et al., 2020). Também pode ocorrer anosmia (perda do olfato) e
disgeusia (alteragdo do paladar) (MOAZZAM et al., 2020). Cerca de 10% a 20% dos pacientes
desenvolvem pneumonia grave, e, proximo de 5%, evoluem para um quadro critico, com
desenvolvimento da sindrome respiratéria aguda grave (SRAG), choque séptico, e podem
evoluir para faléncia multipla de 6rgaos (JAMAL et al., 2021). A doenca grave se desenvolve
aproximadamente uma semana apds o inicio dos sintomas (LAMERS; HAAGMANS, 2022) e
entre as complicacdes clinicas da COVID-19, a SRAG ¢ considerada a principal causa de morte
em pacientes infectados pelo virus SARS-CoV-2 (MORTAZ et al., 2020).

Alguns pacientes podem evoluir para um quadro clinico grave e desenvolver
complica¢des que afetam varios sistemas organicos (WALTER et al., 2022a). Sabe-se que
individuos com idade avancada apresentam um fator de risco importante para desenvolver
pneumonia critica e a mortalidade aumenta acentuadamente a partir dos 65 anos (MERAD et
al., 2022). Pacientes com comorbidades subjacentes como doencgas cardiovasculares, diabetes,
doencas renais, doengas hepaticas, neoplasias malignas e estado de imunossupressao, também
apresentam fator de risco para evoluir para as formas mais graves da doenga e apresentam maior

mortalidade em decorréncia da COVID-19 (UDDIN et al., 2020).

2.5 RESPOSTA IMUNE NA COVID-19

A gravidade da COVID-19 parece ser modulada ndo somente pela infec¢do viral, mas
também pelo desequilibrio da resposta imune e inflamatoria do hospedeiro (BOECHAT et al.,
2021). A infeccao pelo SARS-CoV-2 desencadeia respostas imunes inatas e adaptativas
(JAMAL et al., 2021). A partir do reconhecimento viral por meio dos receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), o sistema imune inato ¢ a primeira linha de defesa do
hospedeiro, que induz uma resposta inflamatdria com o intuito de limitar a infec¢do viral e de

eliminar o patogeno (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022). A patogénese da COVID-19 esta
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diretamente relacionada a uma profunda desregulacdo da resposta imune inata (PALUDAN;
MOGENSEN, 2022). No inicio da infec¢do pelo virus SARS-CoV-2, a resposta imune ¢
suprimida, o que favorece a rapida propagacao viral. Posteriormente, de modo a compensar a
falha na resposta inicial, o sistema imune desencadeia uma resposta inflamatoria exacerbada e
tardia (JIMENEZ; ARIAS, 2022).

Uma resposta imune eficiente ¢ imprescindivel para a defesa do hospedeiro frente a uma
infeccdo viral, dessa maneira, a desregulacdo da resposta imune traz graves prejuizos para os
individuos infectados (BARKSDALE et al., 2022). Danos teciduais locais e sist€émicos, assim
como complica¢des duradouras sdo reflexos de uma resposta imune inata hiperinflamatoria e
uma resposta adaptativa ineficaz contra a infec¢do pelo SARS-CoV-2 (VAN ElIK et al., 2021).
Os pacientes com COVID-19, principalmente os criticamente doentes, apresentam
concentragoes elevadas de citocinas pro-inflamatorias séricas, que incluem as interleucinas: IL-
6, IL-2, IL-1B, IL-8, IL-17 e fator de necrose tumoral-a (TNF o) (WALTER et al., 2022a), e
podem desencadear um quadro de hiperinflamagdo sistémica (JIMENEZ; ARIAS, 2022). As
concentragdes séricas de IL-6, IL-8 e TNF sdo marcadores independentes de gravidade da
COVID-19 (DEL VALLE et al., 2020; WONG; PERLMAN, 2022). Em contrapartida, as
respostas de interferon (IFN) tipo I e III, que sdo protagonistas da resposta antiviral inata, estdo
diminuidas e retardadas em pacientes com COVID-19, e, isso ¢ evidenciado no decorrer da
doenca grave (GALANI et al., 2020). Diversas células imunes estdo envolvidas no
desequilibrio da resposta inflamatoria, como os macrofagos e os neutrdfilos, as quais,
posteriormente, induzirdo os mediadores inflamatdrios. Células epiteliais e endoteliais, também
estdo envolvidas e corroboram para a exacerbacdo da resposta inflamatéria (PALUDAN;
MOGENSEN, 2022).

Andlises de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes com
COVID-19 grave evidenciam linfopenia acentuada e expressdao de marcadores de ativagdo e de
exaustao nas células T (DE BIASI et al., 2020; TAVAKOLPOUR et al., 2020). A linfopenia ¢
um dado clinico comum em pacientes graves, € pode contribuir para eliminagdo viral ineficaz
(WONG; PERLMAN, 2022). Outra caracteristica clinica da desregulagdo imunologica ¢ o
aumento da razdo neutréfilo-linfocito (N/L), que ¢ considerado um marcador prognodstico
independente, indicativo de gravidade para a COVID-19 (JAMAL et al., 2021). O sistema
fagocitario mononuclear, composto pelas células dendriticas (DCs) e mondcitos, no sangue
periférico, parece ser um dos principais contribuintes para imunopatogénese da COVID-19, e
exerce um papel importante na desregulacdo da resposta imune e na sindrome hiperinflamatéria

(WALTER etal., 2022a). Estudos que avaliaram o compartimento dos mondcitos em pacientes
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graves observaram disfuncionalidade nos mondcitos circulantes, com diminui¢ao da expressao
de HLA-DR e CD40, além de um perfil de citocinas alterado (JEANNET et al., 2020; MANN
etal., 2020). Além disso, em um estudo recente, foi demonstrado que os pacientes com quadro
clinico de moderado a critico apresentam redugao expressiva nos valores absolutos e relativos
das células dendriticas, e uma relagdo pDC (células dendriticas plasmocitdides)/cDC (células
dendriticas classicas) diminuida, o que indica alteragdes no compartimento das células
dendriticas (WALTER et al., 2022a).

Dessa forma, a progressdo da COVID-19 resulta de uma interagdo de multiplos
mecanismos fisiopatoldgicos, de modo que a resposta imune a infec¢ao pelo SARS-CoV 2 ¢
determinante no curso da doenca. A desregulacdo das respostas imunes inatas ¢ adaptativas,
juntamente com outros fatores individuais de cada hospedeiro, sdo determinantes na progressao

para a doenga grave (VAN EIJK et al., 2021).

2.6 COVID-19 E CANCER

Os pacientes com cancer apresentam maior suscetibilidade a infec¢des virais, devido ao
quadro de imunossupressao ocasionado pelo tumor ou pelo tratamento oncologico (KHOURY
etal., 2022; LIANG et al., 2020). Ja foi observado, em outras infecgdes virais, como na infec¢ao
pelo virus Influenza, que pacientes com tumores solidos e hematoldgicos apresentam um
aumento da taxa de mortalidade (KHOURY et al., 2022). Desde o surgimento da pandemia,
varios estudos destacaram os pacientes com cancer como parte de um grupo mais suscetivel a
infeccdo pelo SARS-CoV-2 e com maior probabilidade de evoluir para desfechos graves
(KHOURY et al., 2022; KUDERER et al., 2020; LIANG et al., 2020; LIU, W. et al., 2020,
ROBILOTTI et al., 2020). Diversos estudos encontraram alta prevaléncia de internagdo
hospitalar e necessidade de suporte ventilatorio, assim como, taxas substancialmente altas de
mortalidade nos pacientes com céancer e infeccdo pelo SARS-CoV-2. As taxas de mortalidade
nesse grupo de pacientes variaram entre 12% a 28% (KUDERER et al., 2020; LEE et al., 2020;
MEHTA et al., 2020; ROBILOTTI et al., 2020). Em uma recente meta-andlise, que incluiu
56.932 pacientes com cancer e COVID-19, 12% (6.813) dos pacientes evoluiram a obito, as
medianas do tempo de acompanhamento variaram de cinco a sessenta e nove dias (KHOURY
et al., 2022).

No decorrer da pandemia da COVID-19, os pacientes oncoldgicos foram gravemente
afetados. Nao somente pela suscetibilidade a infec¢do e por apresentarem pior progndstico, mas

também pelo impacto ocasionado na assisténcia a saude e no tratamento do cancer (BAKOUNY
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etal., 2020; LATIF et al., 2022). Os pacientes com neoplasias malignas geralmente apresentam
comorbidades subjacentes e idade avancada, o que aumenta o risco de desenvolver as formas
mais graves da COVID-19 (KUDERER et al., 2020). Além disso, nesse grupo de pacientes, a
evolugdo da COVID-19 pode apresentar diferentes desfechos clinicos devido a heterogeneidade
dessa populacdo, que apresenta diferentes mecanismos de desregulacdo imune (LATIF et al.,
2022). Nos pacientes oncoldgicos, a resposta imune pode ser suprimida ou exacerbada
(BAKOUNY et al., 2020). A imunossupressao pode ser decorrente dos efeitos da propria
malignidade, assim como, do tratamento antineoplasico ou das terapias de suporte. Em
contrapartida, alguns pacientes com cancer podem apresentar uma resposta imune exacerbada
a infeccdo, devido ao uso de drogas imunomoduladoras (KUDERER et al., 2020).

Sabe-se que pacientes com tumores hematoldgicos tém um sistema imune profundamente
debilitado e apresentam alto risco de contrair infeccdes (GASMI et al., 2021). Numerosos
estudos relataram que os pacientes com neoplasia hematologica apresentam risco elevado de
evoluir para as formas mais graves da COVID-19 (BASSE et al., 2021; GRIVAS et al., 2021;
KHOURY et al., 2022; LEE et al., 2020; PASSAMONTI et al., 2020; SHAH e¢t al., 2020;
SHARAFELDIN et al.,, 2021). Além dos pacientes com céancer hematologico, estudos
epidemioldgicos demonstraram que pacientes com cancer de pulmio ou mama também
apresentam maior risco de hospitalizagdo e dbito em decorréncia da infecgao pelo SARS-CoV-
2 (LUO et al., 2020; RUGGE; ZORZI; GUZZINATI, 2020; VIJENTHIRA et al., 2020). A
imunopatologia dessas trés malignidades ¢ muito distinta, o que indica que no decorrer da
infeccdo pelo virus SARS-CoV-2, esses pacientes provavelmente apresentardo diferentes
alteracdes no sistema imune (LATIF et al., 2022).

Ainda, devido ao risco de desregulacao do sistema imune nos pacientes com cancer, esses
pacientes podem ndo ser capazes de apresentar uma resposta imune protetora a infecgdo pelo
virus SARS-CoV-2 ou a vacinagcdo (SUN; WARNER; PARIKH, 2021). Varios estudos
demonstraram que os pacientes com tumores hematoldgicos tém maior risco de desencadear
respostas imunes reduzidas a vacinacao contra o virus SARS-CoV-2 (ADDEO et al., 2021;
EHMSEN et al., 2021; FENDLER et al., 2021; FENDLER et al., 2022; MAIR et al., 2022;
MONIN et al., 2021; PEETERS et al., 2021; THAKKAR et al., 2021), o que ¢ de extrema
preocupacao, visto que a vacinacgdo €, atualmente, a principal ferramenta para a prevencao e
protecao contra a COVID-19 (FERNANDES et al., 2022).

Assim, € essencial compreender o desenvolvimento da COVID-19 e os fatores que
determinam um pior progndstico nos pacientes com neoplasias malignas, visto a alta

prevaléncia de pacientes que sdo afetados mundialmente pelo cancer, devido a alta
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transmissibilidade do SARS-CoV-2 e a incidéncia de desfechos graves nesse grupo de pacientes
(KUDERER et al., 2020). As razdes para alta incidéncia de individuos com COVID-19 nesse
subgrupo podem estar associadas a fatores bioldgicos e imunologicos (BAKOUNY et al.,
2020). Dessa maneira, avaliar o perfil imune nesse grupo de pacientes, possibilita a
identificacdo precocemente dos pacientes que podem evoluir para um quadro clinico critico, o
que ¢ imprescindivel, visto a maior suscetibilidade a infec¢do e maior risco de complicagdes e

obito em decorréncia da COVID-19 nos pacientes com cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune em pacientes com neoplasias malignas infectados pelo virus
SARS-CoV-2, por meio da analise do comportamento das células do sistema imune circulantes,
dos anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2, das citocinas plasmaticas e dos mediadores

inflamatoérios, para identificagdo de biomarcadores de progndstico.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em pacientes oncologicos e nao oncoldgicos, infectados pelo SARS-CoV-2, e,
em controles saudaveis, os parametros descritos abaixo:

» As frequéncias absolutas e relativas de populagdes celulares circulantes em sangue
periférico, tais como subtipos de células T, B, células natural killers (NK), células dendriticas
(DCs), monocitos e neutrofilos;

* A concentracdo de citocinas plasmaticas incluindo: IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12 p70, IL-17A, IFN-y e TNF-q;

* As concentragdes dos anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgM e IgG no plasma;

* As concentracdes de oOxido nitrico (NO) e atividade da mieloperoxidase (MPO)

plasmaticas;

- Investigar a correlagcdo entre as populagdes de células circulantes, a concentracao de
citocinas plasmaticas e a concentracdao de anticorpos especificos, assim como dos mediadores
inflamatorios, como possiveis marcadores da evolucao e gravidade da COVID-19 em pacientes
com cancer.

- Investigar a correlagdo entre as células imunes circulantes, a concentragdo de citocinas
plasmaticas e a concentracdo de anticorpos especificos, assim como dos mediadores
inflamatorios, em pacientes com cancer € comparar com 0s pacientes sem neoplasias malignas
infectados pelo virus SARS-CoV-2 e com individuos saudaveis, a fim de verificar associacdo

dessas variaveis com o desfecho clinico nesses pacientes.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo caso-controle prospectivo.

42 POPULACAO E AMOSTRAGEM

Neste estudo foram incluidos 28 pacientes com diagnostico de COVID-19 que foram
subdivididos entre os grupos: 14 pacientes oncoldgicos e 14 pacientes ndo oncoldgicos. Como
grupo controle foram incluidos 30 individuos saudaveis. E importante ressaltar que os pacientes
com COVID-19 incluidos no estudo ndo tinham sido vacinados para a COVID-19. A
distribuicdo dos grupos esta descrita na Figura 3. As amostras foram coletadas de agosto de
2020 até maio de 2022. Os pacientes com COVID-19 incluidos no estudo foram atendidos em
dois hospitais de alta complexidade localizados no municipio de Florian6polis-SC, Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC-EBSERH) e Hospital
Nereu Ramos, onde estavam em acompanhamento ambulatorial ou internados. Para a
confirmagdo do diagnostico de COVID-19 foram considerados os testes de antigeno ou teste de
reagdo em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa em tempo real (RT-PCR).

Dos 14 pacientes oncologicos incluidos no estudo, sete tinham diagnodstico de tumores
solidos e sete hematologicos. Os pacientes sem neoplasias malignas e com diagnostico de
COVID-19, foram selecionados de acordo com os mesmos critérios ja descritos, pareados
quanto ao sexo e idades similares aos pacientes do grupo oncologico. Foram considerados como
critérios de exclusdo: pacientes menores de 18 anos, gestantes, puérperas e individuos
soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Os critérios de exclusdo para os
pacientes do grupo controle incluiram ainda: historico de neoplasia, diabetes mellitus, doenga
autoimune, doenga inflamatoria cronica, consumo excessivo de alcool e infec¢des nos ultimos
sete dias.

A coleta de dados demograficos, idade, sexo, sintomas e comorbidades foi realizada por
meio da consulta de prontudrio e para os pacientes nao internados foi aplicado um questionario
previamente descrito por Walter (2022b) (Apéndice D). Os pacientes de cada grupo foram
estratificados conforme a gravidade da COVID-19 em: leve, moderado, severo e critico, de
acordo com as diretrizes divulgadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2021).

Todos os participantes leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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(TCLE). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da UFSC,
com numero de parecer 4.004.972 (CAAE: 31124820.1.0000.0121).

Figura 3 — Casuistica.
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4.3 IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para a analise do perfil imune dos pacientes, foram coletados dois tubos de sangue total
de 4ml com anticoagulante EDTA/K3. As amostras destinadas a imunofenotipagem foram
armazenadas em temperatura ambiente at¢ 0 momento do processamento, que nao excedeu o
periodo de 24 h. O primeiro tubo de sangue total com EDTA/K3 foi utilizado para marcagao
das células do sistema imune por citometria de fluxo. O segundo tubo foi submetido a
centrifugacdo e separacdo do plasma, seguido pelo congelamento dessas amostras a -80°C, que,
posteriormente, foi utilizado para dosagem das citocinas plasmaticas, atividade da
mieloperoxidase (MPO), dosagem da concentragdo de Oxido nitrico (NO) e dosagem dos
anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2.

Para a avaliagdo das células imunes foi utilizado o método de plataforma dupla, utilizando
o citometro de fluxo FACSCanto™ II (BD Biosciences, EUA) com o sofiware FACS Diva™
(BD Biosciences, EUA) para as contagens de valores relativos das células imunes e o analisador
de células hematoldgicas BC-6200 (Mindray, China) para contagens de valores absolutos. Os
valores relativos das células analisadas por citometria de fluxo foram multiplicados pelas

contagens absolutas obtidas pelo contador hematologico, e, dessa forma, o valor absoluto de
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cada subpopulagao celular foi determinado. Vale ressaltar, que ambos os equipamentos tém sua

eficiéncia avaliada diariamente por controles de qualidade internos.

4.3.1 Painel de anticorpos monoclonais

Para a avaliacdo imunofenotipica das células sanguineas por citometria de fluxo foi
utilizado um painel de oito cores, conforme descrito por Cardoso e Santos-Silva (2019). Quadro

1.

Quadro 1 — Painel de anticorpos monoclonais.

PerCP

FITC PE Cy5.5 PECy7 APC APC-H7 PacB PacO
Tubo 1 CD8 CD56 CD5 CD19/GD CD3 CD38 CD20/CD4 | CD45
Tubo 2 CD62L CCR7 CD4 CD45RA CD3 CD8 HLA-DR | CD45
Tubo 3 CD57 CD28 CD4 CD45RA CD3 CD8 HLA-DR | CD45
Tubo 4 CD127 CD25 CD4 CD45RA | FoxP3 CDS8 CD3 CD45
Tubo 5 IgD CD24 CD27 CD19 IgM CD38 CD20 CD45
Tubo 6 CD16 CD123 CDllc CD10 CD14 |CD3/CD19/CD20| HLA-DR | CD45

APC: aloficocianina; APCH?7: aloficocianina H7; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PacB: Pacific
Blue/V450; PacO: Pacific Orange/V500; PE: ficoeritrina; PECy7: ficoeritrina Cy7; PerCP Cy5-5: peridinina-
clorofila-proteina; Ig: imunoglobulina. Fonte: Adaptado de CARDOSO; SANTOS-SILVA, 2019.

4.3.2 Protocolos de marcac¢ao

A marcagdo das amostras foi realizada conforme descrito anteriormente por Cardoso
e Santos-Silva (2019). O Tubo 1 foi destinado a avaliag¢do do perfil leucocitario da amostra. Os
Tubos 2, 3 e 4 foram atribuidos para avalia¢ao dos linfocitos T. O Tubo 5 foi destinado a anélise
dos linfocitos B, enquanto que o Tubo 6 foi utilizado para a avaliagdo dos mondcitos e das
células dendriticas. Para realizar a marcacdao dos Tubos 1, 2, 3 e 6, foram pipetados, em um
tubo de poliestireno de 5 mL, o volume de 200 a 300 pL de sangue total com EDTA/K3 e,
posteriormente, foram pipetados os volumes apropriados dos anticorpos monoclonais conforme

titulacao prévia. Os tubos foram homogeneizados por vortex, e, posteriormente, incubados por
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30 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apos a adigdo de 2 mL de solucao
lisante de hemécias previamente diluida 10x (Beckton Dickinson, EUA), as amostras foram
novamente incubadas durante 15 minutos. Decorrido o periodo de incubagao, os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 2.000 rpm. Em seguida, as amostras foram lavadas com PBS
(tampao fosfato-salina, do inglé€s Phosphate-buffered saline), e, posteriormente, o sobrenadante
foi descartado. O pellet de leucocitos foi ressuspendido com 300 pL de PBS para serem
adquiridos imediatamente no citometro de fluxo FACSCanto™ II (BD Biosciences, EUA) com
o sofiware FACS Diva™ (BD Biosciences, EUA).

O Tubo 4, atribuido para andlise dos linfocitos T reguladores (Treg), requer outro
processo de marcagdo. Esse tubo necessita de marcagdo intracitoplasmatica, que foi realizada
utilizando um tampao especifico para fator de transcricdo (Transcription Factor Buffer Set,
Beckton Dickinson, EUA). Inicialmente foram pipetados de 200 a 300 pL de sangue total com
EDTA/K3, e, posteriormente, foram pipetados os anticorpos monoclonais de superficie. Os
tubos foram homogeneizados em voértex e incubados por 30 minutos em geladeira e na auséncia
de luz. Ap6s o periodo de incubagdo, a amostra foi lavada com 1 mL de PBS frio. Ap6s remover
o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 1 mL da soluc¢do Fix/Perm Buffer, seguido pela
incubagdo em geladeira durante 40 minutos. Decorrido o periodo de incubagio, a amostra foi
lavada duas vezes com a solugdo Perm/Wash e, posteriormente, a amostra foi marcada com o
anticorpo monoclonal FoxP3, seguida pela incubagdo em geladeira pelo periodo de 40 minutos.
Apos a incubacdo, as amostras foram lavadas com a solu¢ao Perm/Wash duas vezes antes de
serem adquiridas imediatamente no citometro de fluxo.

O Tubo 5 foi destinado a andlise das células B. Com o intuito de concentrar mais
linfécitos B, utilizou-se as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) que foram
separadas com auxilio do gradiente de densidade Ficoll-Hypaque de acordo com procedimentos
previamente estabelecidos (COSSARIZZA et al., 2019). Em um tubo de poliestireno de 5 mL,
foram pipetados 2 mL da solucdo Ficoll-Hypaque. Em outro tubo foram misturados 1,5 mL de
sangue total a 0,5 mL de PBS. Essa suspensao foi adicionada com auxilio de uma pipeta Pasteur
sobre a solu¢do do Ficoll-Hypaque, sem que eles se misturassem. Em seguida, o tubo foi
centrifugado durante 30 minutos a 2.000 rpm. Apos a centrifugacdo, a camada superior foi
removida, desse modo foi coletado somente a “nuvem” que contém as PBMCs e transferido
para um outro tubo. Nesse tubo contendo a “nuvem” de PBMC, foi adicionado 4 mL de PBS e,
posteriormente, esse tubo foi centrifugado. O pellet obtido apds a centrifugagdo foi submetido

a marcacao de superficie.
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O Tubo considerado “branco” foi utilizado para todos os pacientes. Esse tubo nao
contém anticorpos monoclonais, e foi utilizado como um controle negativo. Para garantia de
uma analise de qualidade, foram definidas quantidades ideais de células a serem adquiridas em
cada tubo. No Tubo branco, sem marcagao, foram adquiridos 10.000 eventos totais. No Tubo
1, foi avaliada a celularidade da amostra, e foram adquiridos 200.000 eventos totais. Nos Tubos
2, 3 e 4 foram adquiridos 100.000 eventos CD3 +. No Tubo 5, foram adquiridos 50.000 eventos
CD19 +. No Tubo 6, para garantia de uma analise mais precisa das células dendriticas, foram
adquiridos 1x 10° eventos CD45+. As amostras foram processadas no citdmetro de fluxo
FACSCanto™ 1II (Beckton Dickinson, EUA) de trés lasers e na configuragio de oito cores,
acoplado com o sofiware para aquisi¢io de dados FACSDiva™ (Beckton Dickinson, EUA). Os
dados adquiridos foram analisados pelo software Infinicyt™ 2.0 (Cytognos, Espanha).

4.3.3 Analise da expressio de HLA-DR, CD62L e CD56

A andlise da expressdo de HLA-DR nos mondcitos e seus subtipos (cMO, iMO, ncMO
e TIMAS (iMO e ncMO juntos), foi realizada pela avaliacdo da intensidade de fluorescéncia

média (IFM) do marcador HLA-DR. A expressdo de CD62L e de CD56, foi avaliada pela

porcentagem de células que expressam essas moléculas em sua superficie.

44 DOSAGEM DE CITOCINAS PLASMATICAS

Conforme visto anteriormente, para dosagem das citocinas foi utilizado o plasma
previamente separado e congelado a -80°C. O plasma de cada paciente foi descongelado para
dar seguimento nos experimentos. Para andlise das citocinas foi utilizado o kit BD™
Cytometric Bead Array (CBA) (Beckton Dickinson, EUA) e o kit CBA Human Th1/Th2/Th17
(Beckton Dickinson, EUA), que permitiram a avaliacao das seguintes citocinas: [L-12p70, IL-
10, IL-6, IL-1pB, IL-17A, IL-4, IL-2, IL-8, TNF-a e IFN-y. A marcac¢do foi realizada em
conformidade com as instrucdes do fabricante. Para determinacdo das concentragdes das
citocinas pelo sofiware do citometro de fluxo, foi realizada uma curva padrao, com dilui¢des
desde 0 pg/mL a 5.000 pg/mL. O citdmetro de fluxo utilizado para aquisicdo das amostras foi
o FACSVerse™ (Beckton Dickinson, EUA) e a andlise dos dados foi realizada pelo software
FCAP Array™ (Beckton Dickinson, EUA).
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4.5 DETERMINACAO QUALITATIVA DOS ANTICORPOS ANTI-SARS-COV-2 IGM
E IGG

Para a deteccdo dos anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2 foram utilizados os kits
Human Anti-2019 nCoV (N+S) IgM ELISA Kit e Human Anti-2019 nCoV (N+S) IgG ELISA
Kit (FineTest, China), que utilizam a tecnologia de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA) indireto em placa de 96 pogos. O procedimento de ensaio foi realizado de acordo com
os protocolos do fabricante. Nos pogos previamente identificados, foi adicionado 49 pL de
tampao de diluicdo de amostra e 1 uLL de amostra. No pogo “branco” foi adicionado 50 pL de
tampao de diluic¢do, e, nos pogos previamente identificados como controle, foi adicionado 50
nL de controle negativo e 50 uL de controle positivo. Posteriormente a placa foi incubada por
30 minutos a 37°C, e, ap6s o periodo de incubacao, foi adicionado solu¢ao tampao para remogao
de interferentes, esse procedimento foi realizado trés vezes. Apds esse processo, foi adicionado
50 uL da solugdo de trabalho anti-IgG ou anti-IgM conjugada com HRP (do inglés horseradish
peroxidase) em cada pogo. A placa foi incubada novamente durante 30 minutos e foi adicionado
novamente a solu¢ao tampao para remog¢ao de interferentes. Apds realizar esse procedimento
cinco vezes, foi adicionado 50 pL de substrato TMB (tetrametilbenzidina, do inglés
tetramethylbenzidine) em cada pogo, seguido pela incubacdo a 37°C na auséncia de luz durante
10 minutos. Apds a incubagdo, foi adicionado 50 pL da solugdo de parada (H2SO4) e a

densidade otica foi lida imediatamente no comprimento de onda de 450nm.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade da mieloperoxidase foi determinada utilizando a metodologia detalhada por
RAO et al. (1993). As amostras foram incubadas com meio de tampao (0,167 mg/mL de
odianisidina 2HCI e 0,0005% de H>0.) durante 15 minutos a 37°C em microplaca de 96 pogos.
Apos a adigdo de 15 pL de azida (NaN3 1%), a placa foi incubada durante 10 minutos a 37°C
e a reagdo enzimatica foi interrompida. A mensuracdo da quantidade de MPO presente foi
realizada com auxilio do leitor de placa de ELISA MB-580 (Heales, China) no comprimento
de onda de 450 nm. Curvas-padrdo com concentracdes previamente conhecidas de
mieloperoxidase (0,7-140 mU/mL) também foram determinadas por medi¢des colorimétricas,

para quantificagcdo dos valores desconhecidos da mieloperoxidase em mU/mL.
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4.7 DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO (NO)

A produgdo de NO foi mensurada de maneira indireta pela anélise de formagao de seus
metabolitos nitrito (NO2-) e nitrato (NO3-), pela reacao de Griess (GREEN et al., 1982). Nesta
reacdo, o cloreto de vanadio converte o nitrato em nitrito, e, a partir da adicdo do reagente de
Griess (sulfanilamida 1%, acido fosforico 5% e N-(1-naftil) etilenodiamina 0,1%), € produzida
uma coloracao rosea. Essa reagao colorimétrica foi mensurada em leitor de microplaca ELISA
MB-580 (Heales, China) no comprimento de onda de 540 nm. Curvas-padrdo com
concentragdes conhecidas de NO2- (0—150 uM), também foram quantificadas a partir da sua

densidade otica, o que permitiu determinar os valores de NO3- e NO2- em uM.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a normalidade da distribui¢do dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilk. Anélise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Bonferroni foi utilizada para
comparar as variaveis quantitativas no caso de distribuicdo paramétrica. Para variaveis
paramétricas ndo homogéneas foi utilizado o post-hoc de Games-Howell. As variaveis
quantitativas ndo paramétricas foram comparadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis com
teste post-hoc de Dunn-Bonferroni, ou pelo teste de Mann-Whitney. As varidveis qualitativas
foram analisadas através do teste de qui-quadrado. Valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Para comparagdo das varidveis em relacao ao desfecho (6bito/sobrevivéncia), foi
utilizado o teste U de Mann-Whitney para varidveis ndo paramétricas, e o teste de ANOVA
para varidveis paramétricas, € os resultados que apresentaram diferenga significativa foram
submetidos a regressao logistica binaria. A analise estatistica foi realizada através do sofiware

MedCalc versao 20.015 (Bélgica).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Até o momento, foram incluidos 58 pacientes no estudo. Desses, 28 pacientes com
COVID-19, dos quais, 14 pacientes apresentavam diagnodstico de neoplasia maligna e 14
pacientes sem neoplasias malignas. Foram incluidos 30 pacientes como grupo controle. Os
pacientes com COVID-19 foram estratificados conforme o quadro clinico da doenca em: leve
(n=14), moderado (n=4), severo (n=4) e critico (n=6). Dos pacientes com diagndstico de
neoplasia maligna, sete (50%) tinham tumores solidos e sete (50%) tumores hematoldégicos. A
mediana de idade do grupo controle foi de 54 anos (31 - 66 anos) e a predominancia foi do sexo
masculino (66%). Como pode ser observado na Tabela 1, a mediana de idade dos pacientes com
neoplasia e diagnostico de COVID-19 foi de 54 anos (18 — 77 anos), com distribui¢do igual
entre os sexos, sete (50%) do sexo feminino e sete (50%) do sexo masculino. Os pacientes com
COVID-19 nao oncologicos, foram pareados com os pacientes do grupo de neoplasias malignas
nas variaveis: sexo, quadro clinico e idade.

No grupo de pacientes com COVID-19 sem neoplasias, as comorbidades mais
prevalentes foram: hipertensdo arterial (em 42,9% dos pacientes), obesidade (em 35,7% dos
pacientes) e diabetes mellitus (em 28,6% dos pacientes). Ja no grupo de pacientes com COVID-
19 e neoplasias, as comorbidades mais prevalentes foram: hipertensdo arterial (em 21,4% dos
pacientes), tabagismo (em 21,4% dos pacientes) e doenca pulmonar (em 21,4% dos pacientes)
(Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes.

(Continua)

Neoplasia e COVID-19

Variavel COVID-19 sem neoplasia P

Sexo

Feminino, n (%) 7 (50%) 7 (50%) 1,00
Masculino n (%) 7 (50%) 7 (50%) 1,00

54,00 (18,00 — 54,00 (27,00 —

Idade 77(’00) 72(’00) 0,863
Comorbidades

Hipertensao arterial, n (%) 3 (21,4%) 6 (42,9%) 0,225
Diabetes mellitus, n (%) 1(7,1%) 4 (28,6%) 0,139
Obesidade (IMC > 30kg/m?), n (%) 1 (7,1%) 5 (35,7%) 0,065
Doenga autoimune, n (%) 0 1 (7,1%) 0,309
Doenga renal, n (%) 0 1 (7,1%) 0,309
Cardiopatia, n (%) 0 3 (21,4%) 0,067
Etilismo, n (%) 1(7,1%) 1(7,1%) 1,00

Tabagismo, n (%) 3 (21,4%) 0 0,067
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Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes.

(Conclusio)

Neoplasia e COVID-19

Varidvel COVID-19 sem neoplasia
Doenga pulmonar, n (%) 3 (21,4%) 1 (7,1%) 0,280
Complicagdo cardiovascular prévia, n (%) 0 1(7,1%) 0,309
Outros, n (%) 3 (21,4%) 2 (14,3%) 0,622

O teste de Kruskal-Wallis e teste post-hoc de Dunn-Bonferroni foram utilizados para analise das
varidveis ndo paramétricas As variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste do qui-quadrado. P < 0,05 foi

considerado significativo.

5.2 ANALISE DAS CELULAS IMUNES CIRCULANTES POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Informagdes completas da analise das células imunes circulantes no sangue periférico

estdo descritas no Apéndice A.

5.2.1 Celularidade Total

Quando avaliada a contagem absoluta de leucdcitos, os pacientes com COVID-19 nao
oncoldgicos apresentaram aumento de leucdcitos totais em relagdo ao controle (p=0,037), mas
nao apresentaram diferenca significativa em relacdo aos pacientes com neoplasia e COVID-19.
Os pacientes com neoplasia ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados ao
grupo controle (Figura 4A). Em relacdo a contagem de linfocitos totais, os pacientes com
neoplasia e COVID-19 apresentaram diminui¢do na contagem absoluta de linfocitos quando
comparados ao grupo controle (p <0,001) e ao grupo sem neoplasia (p= 0,001). Ja o grupo de
pacientes sem neoplasias nao apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo

controle (Figura 4B).
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Figura 4 — Contagem absoluta de leucdcitos e linfocitos totais no sangue periférico.
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Valores absolutos de leucdcitos (A) e valores absolutos de linfocitos totais (B) em sangue periférico por
citometria de fluxo. As diferencas foram avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni
para os valores absolutos de leucocitos e para os valores absolutos de linfocitos totais foi utilizado o teste
ANOVA e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si (p
<0,05) (a ¢ diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente de a nem de b). Elementos dos
graficos de caixas: whisker: valores minimos e maximos; linha base da caixa: primeiro quartil; linha superior da

caixa: terceiro quartil; linha central da caixa: mediana.

Uma diminui¢ao dos valores relativos de linfocitos totais também foi observada nos
pacientes com COVID-19, do grupo oncoldgico e ndo oncoldgico, quando comparados ao

grupo controle (p= 0,002, Figura 5).

Figura 5 — Contagem relativa de linfécitos totais no sangue periférico.
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Valores relativos de linfocitos totais em sangue periférico por citometria de fluxo. A mediana de cada grupo esta

representada pelas linhas tracadas. As diferencas foram avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de



37

Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05). (a ¢é diferente

estatisticamente de b).

Em relagdo aos linfocitos T, foi possivel observar uma redugdo expressiva na
contagem absoluta de linfocitos T quando comparado o grupo oncoldgico com o grupo controle
(p<0,001, Figura 6A) e com o grupo nao oncoldgico (p=10,022, Figura 6A). Os valores relativos
de linfocitos T também reduziram significativamente nos pacientes oncoldgicos em relagao ao

controle (p= 0,026, Figura 6B).

Figura 6 — Contagem absoluta e relativa de linfocitos T no sangue periférico.
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Valores absolutos (A) e relativos (B) de linfocitos T em sangue periférico por citometria de fluxo. A mediana de
cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. O teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni
foram utilizados para avaliar as diferengas e valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si. (a é diferente estatisticamente de b; a,b nio

difere estatisticamente de a nem de b).

Ao avaliar os subtipos de linfocitos T, foi observada uma expressiva diminui¢do da
contagem absoluta de linfocitos T CD4" nos pacientes com neoplasia em relagdo ao grupo
controle (p= 0,005) e em relagdo ao grupo nao oncolédgico (p= 0,039), conforme Figura 7. Nao
houve diferenca significativa quando comparado o grupo de pacientes ndo oncologicos com o
grupo controle. Em relagdo aos valores relativos de linfocitos T CD4", ndo houve diferenga

significativa entre os grupos comparados (Apéndice A).
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Figura 7 — Contagem absoluta de linfocitos T CD4" no sangue periférico.

2000+

- a
E a
E .
= 1500
3 R
O . b AA
F 1000 o2
2| 08 i1
=1 BE
3 5001 baupede =8 i
= ".'33" =88= a4
- = A

0 T iy T

] 2 g
& +® &
) & ¢a°
-]
& &
AT "
& Y
Y

Valores absolutos de linfécitos T CD4" em sangue periférico por citometria de fluxo. A mediana de cada grupo
estd representada pelas linhas tragadas. O teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni foram
utilizados para avaliar as diferengas e valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Letras

diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si. (a ¢ estatisticamente diferente de b).

Em relagdo aos linfocitos T CD8", os pacientes oncoldgicos apresentaram redugio da
contagem absoluta (p <0,001, Figura 8A) e relativa (p= 0,014, Figura 8B) quando comparados
ao grupo controle. Os pacientes sem neoplasia ndo apresentaram diferenca significativa em

relacdo ao grupo controle e ao grupo oncoldgico.

Figura 8 — Contagem absoluta e relativa de linfocitos T CD8+ no sangue periférico.
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Valores absolutos (A) e relativos (B) de linfocitos T CD8* em sangue periférico por citometria de fluxo. A
mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. O teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-
Bonferroni foram utilizados para avaliar as diferengas e valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si. (a ¢ diferente estatisticamente

de b; a,b ndo difere estatisticamente de a nem de b).
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Em relacdo aos linfécitos T gama delta (GD), os pacientes com COVID-19 se
comportaram de maneira semelhante. Quando comparados com o grupo controle, os pacientes
oncologicos e ndo oncoldgicos, apresentaram diminui¢do da contagem relativa (p<0,001) e
absoluta (p<0,001) de linfécitos T GD (Apéndice A).

Os pacientes oncoldgicos também apresentaram diminuicdo da contagem relativa (p=
0,015) e absoluta (p= 0,001) de linfocitos T DP (CD4" CD8"), quando comparados ao grupo
controle. Os pacientes do grupo sem neoplasia com COVID-19 nao apresentaram diferenca
significativa quando comparado aos demais grupos (Apéndice A).

Também foi observada uma reducdo da contagem relativa de linfécitos T DN (CD4
CD&) nos pacientes oncologicos em relagdo aos pacientes do grupo controle (p=0,029), e, essa
reducdo também foi observada na contagem absoluta de linfocitos T DN nos pacientes
oncoldgicos, tanto em relacdo ao controle (p= 0,002), quanto em relacdo ao grupo nado
oncolégico (p= 0,001). Os pacientes sem neoplasias com COVID-19 ndo apresentaram
diferenca significativa na contagem absoluta e relativa quando comparados ao grupo controle
(Apéndice A).

Os pacientes oncologicos também apresentaram reducdo significativa tanto na
contagem absoluta, quanto na contagem relativa de linfocitos B, quando comparados ao grupo
controle (p <0,001, Figura 9A ¢ 9B). O grupo oncologico também apresentou valores absolutos

mais reduzidos de linfocitos B quando comparado ao grupo de pacientes sem neoplasias com
COVID-19 (p= 0,010, Figura 9A).

Figura 9 — Contagem absoluta e relativa de linfocitos B no sangue periférico.
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Valores absolutos (A) e relativos (B) de linfocitos B em sangue periférico por citometria de fluxo. A mediana de
cada grupo esté representada pelas linhas tragadas. O teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni

foram utilizados para avaliar as diferengas e valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si. (a é diferente estatisticamente de b; a,b ndo

difere estatisticamente de a nem de b).

Ao avaliar os linfocitos B nos pacientes oncoldgicos, a contagem absoluta e relativa
de linfocitos B maduros demonstrou-se expressivamente reduzida tanto em comparagdo com o
grupo controle (p <0,001), quanto em relagdo ao grupo nao oncologico (p= 0,008 e p= 0,037,
respectivamente). O grupo sem neoplasia com COVID-19 nd3o apresentou diferenga
significativa quando comparado ao grupo controle (Apéndice A).

Em relagdo as células NK, quando comparados ao grupo controle, os pacientes
oncoldgicos apresentaram redu¢do da contagem absoluta (p<0,001, Figura 10A) e relativa (p=
0,002, Figura 10B). Essa redugdo também foi observada nos pacientes nao oncologicos na
contagem relativa (p<0,001, Figura 10B) e absoluta (p=0,001, Figura 10A), quando
comparados ao controle. Entre os pacientes com COVID-19, oncoldgicos e ndo oncologicos,

nao houve diferenga significativa nos valores relativos e absolutos das células NK.

Figura 10 — Contagem absoluta e relativa de células NK no sangue periférico.
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Valores absolutos (A) e relativos (B) de células NK (Natural Killer) em sangue periférico por citometria de
fluxo. A mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. As diferengas foram avaliadas com o
teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente

diferentes entre si (p < 0,05). (a é diferente estatisticamente de b).

A linfopenia € uma caracteristica bem definida na infec¢do pelo virus SARS-CoV-2,
embora os fatores desencadeantes ainda ndo estejam totalmente compreendidos. A reducdo de
linfocitos T e B pode ser decorrente da morte celular e/ou do intenso recrutamento dessas

células para os sitios inflamatorios (MANN et al., 2020). Outros estudos publicados
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recentemente encontraram resultados semelhantes em pacientes oncoldgicos. Cai e
colaboradores (2021) ao avaliarem alteragdes imunes em pacientes com cancer infectados pelo
virus SARS-CoV-2 e compararem com pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 sem cancer,
observaram um declinio mais acentuado na contagem de linfocitos totais, incluindo linfécitos
T totais, linfocitos T CD4" ¢ T CD8" e linfocitos B, nos pacientes oncoldgicos em comparagdo
com os pacientes ndo oncoldgicos. Além disso, os autores observaram que a propor¢ao de
células T helper/células T supressoras permaneceu menor nos pacientes com cancer. Outro
estudo conduzido por Kalicinska e colaboradores (2021) analisou subconjuntos de linfocitos
em pacientes com COVID-19 e neoplasias hematologicas, e revelou que, além da reducdo de
linfocitos T e NK, hd uma deplecdo dos linfocitos T GD. Zhang e colaboradores (2021)
descreveram ainda, que pacientes com cancer com mais células B e células T helper (Th)
tiveram maior tempo de sobrevida do que aqueles com menos células B e células Th. Martin-
Sanchez e colaboradores (2021) evidenciaram também uma associag¢ao da contagem de células
B em pacientes com COVID-19 e a sobrevida, observaram que pacientes com menos de 1% de
células B tiveram um risco 17 vezes maior de morte em relagdo aqueles com >1% de células B.

No tubo para avaliagdo da celularidade total, também foram analisados os granulocitos
circulantes em sangue periférico. Em relacdo a andlise dos granuldcitos nos pacientes com
COVID-19, quando comparados ao grupo controle, foi possivel observar um aumento na
contagem relativa de neutrofilos, tanto nos pacientes com neoplasia (p=0,004, Figura 11B),
quanto nos pacientes ndo oncoldgicos (p= 0,005, Figura 11B). Em relagdo aos valores
absolutos, somente o grupo ndo oncoldgico apresentou aumento significativo em relagdo ao
grupo controle (p= 0,007, Figura 11A). Também foi evidenciado um aumento na relacao N/L
nos pacientes com COVID-19, oncoldgicos e nao oncologicos, em relacdo ao grupo controle
(p= 0,005 e p= 0,016, respectivamente. Figura 11C). A mediana da relacdo N/L dos pacientes
oncoldgicos com COVID-19 foi seis vezes maior do que dos individuos saudaveis (Mq:13,91 e

Ma: 2,21, respectivamente).
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Figura 11 — Contagem absoluta e relativa de neutréfilos no sangue periférico e relagdo N/L.
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Valores absolutos (A) e relativos (B) de neutréfilos em sangue periférico por citometria de fluxo. Em (C) relagdo
N/L. A mediana de cada grupo esté representada pelas linhas tragadas. As diferencas foram avaliadas com o
teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente

diferentes entre si (p < 0,05). (a é diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente de a nem de b).

A relacdo neutréfilo-linfocito (N/L) tem sido sugerida como um biomarcador
prognostico de gravidade em diversas doencas inflamatorias cronicas, incluindo o cancer
(JIMENO et al., 2020). Sabe-se que a inflamag¢ao contribui na progressdo da doenga oncologica
e a alta relacdo N/L tem sido sugerida como um biomarcador de gravidade em vdrias
malignidades (CUPP et al., 2020; TEMPLETON et al., 2021). Além disso, a relacio N/L
aumentada tem sido correlacionada com quadros mais graves e estagios mais avancados de
cancer (JIMENO et al., 2020). Na COVID-19, também foi demonstrado que o aumento da
relagdo N/L ¢ considerado um fator independente de pior prognostico (HAZELDINE; LORD,
2021; LIU, Yuwei, et al., 2020).

Nesse estudo, os pacientes oncoldgicos apresentaram um aumento da proporcao de
neutrdfilos em sangue periférico, evidenciado pelo aumento da contagem relativa. Entretanto,
na contagem absoluta de neutrofilos, os pacientes oncoldgicos ndo apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle. Esses resultados sugerem que o aumento da relacao
N/L nos pacientes oncoldgicos, se deu principalmente as custas da linfopenia que foi mais
pronunciada nesse grupo de pacientes.

Ao analisar os eosindfilos e basofilos, foi possivel identificar que os pacientes com
COVID-19, oncolégicos e nao oncoldgicos, se comportaram de maneira semelhante quando
comparados ao grupo controle, ao apresentar reducao dos valores relativos (p= 0,001) e
absolutos (p= 0,001) dos eosinoéfilos (Figura 12A e 12B), e, dos valores relativos (p<0,001) e
absolutos dos basoéfilos (p=0,001) (Figura 12C e 12D).
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Figura 12 — Contagem absoluta e relativa de eosinofilos e basofilos no sangue periférico.
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Valores absolutos (A) e relativos (B) de eosinéfilos em sangue periférico por citometria de fluxo. Valores
absolutos (C) e relativos (D) de baséfilos em sangue periférico por citometria de fluxo. A mediana de cada grupo
esta representada pelas linhas tragadas. As diferencas foram avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc

de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05). (a é

diferente estatisticamente de b).

Em relagdo aos valores de eosinéfilos e de basofilos, Lourda e colaboradores (2021)
evidenciaram uma reducgdo substancial de eosinofilos e basofilos no sangue periférico de
pacientes com COVID-19, a qual pode ser explicada pelo recrutamento dessas populagdes
celulares para os tecidos inflamados, em particular para o pulmao, ou ainda, pode ser o resultado
da reprogramagdo do precursor de granuldcitos na medula 6ssea durante a hematopoiese de

emergéncia, nos casos em que se observa neutrofilia acentuada.
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5.2.2 Analise dos linfocitos T — Maturacao

Os linfocitos T foram avaliados de acordo com o seu grau de maturagdo e subdivididos
de acordo com o fendtipo, em: linfocitos TN (naive: CD45RA™ CCR7" CD27" CD45RO"®
CD62L"), CM (memoria central: CD45RA™¢ CCR7" CD27" CD45RO" CD62L"), EM (efetor
de memoria: CD45RA™8 CCR7"¢ CD27"¢ CD45RO" CD62L"¢), ¢ EMRA (efetor terminal
CD45RA™: CCR7"¢CD27"8 CD45R0O"¢ CD62L"¢ CD45RA").

Os linfocitos TN compreendem as células T que ainda ndo entraram em contato com
um antigeno e que recém deixaram o timo. Apds serem expostas a um estimulo antigénico,
essas c¢lulas assumem um feno6tipo com baixa capacidade efetora, mas com alta capacidade de
gerar novas cé€lulas T efetoras, que sdo os linfécitos T CM. Os linfocitos T EM, sdo linfocitos
que perderam a expressao das moléculas CD62L e CCR7, e t€ém como caracteristica a produgado
de interferon gama (IFN-y). Ja os linfocitos T EMRA que voltam a expressar CD45RA,
possuem uma alta capacidade citotoxica, apesar de ndo possuir capacidade de expansio
(CARDOSO, 2020; WALTER, 2022b).

Em relagdo aos linfocitos T CD4", os pacientes oncologicos apresentaram redugio dos
valores absolutos de linfocitos T CD4" N (p= 0,005), T CD4" CM (p<0,001) e T CD4" EM
(p=0,001), em comparagdo com os individuos saudaveis. Os pacientes com COVID-19 sem
neoplasias, apresentaram aumento da porcentagem de linfocitos T CD4" EMRA, dentro do
compartimento dos linfécitos, quando comparados ao grupo controle (p=0,041). Na analise dos
linfécitos T CD8", os pacientes com COVID-19, oncoldgicos e ndo oncoldgicos, apresentaram
reducgdo dos valores absolutos de linfocitos T CD8* N (p=0,004 e p=0,025, respectivamente) e
T CD8" CM (p=0,001 e p=0,010, respectivamente), em comparag¢do com o grupo controle. Os
pacientes oncologicos também apresentaram redugdo dos valores absolutos de linfocitos T
CD8" EM e T CD8" EMRA, em comparagio com os individuos saudaveis (p=0,001 e p=0,005

respectivamente). A analise da maturag¢do dos linfocitos T esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Maturagao dos linfocitos T.

(continua)

Neoplasia e COVID-19

Variavel SR COVID-19 sem neoplasia
28,60 (17,29 - 33,39 (3,73 — 25,66 (1,31 -
0 b} > E >
TCD4 N (%TCD4+) 55.34) 91,31) 36,31 0,098
TCD4 N/mm3 203,61 (86,77 91,88 (0,69 — 144,01 (3,15 — 0.004

— 465,64) a 651,12) b 303,22) a,b
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Tabela 2 - Maturagao dos linfocitos T.

(conclusdo)

Neoplasia e COVID-19

Varidvel SoRte COVID-19 sem neoplasia
TCD4 CM (%TCD4+) 40’0537((1);’)48 - 35’298 (9054 - 37’%1 (236’§ T 0244
276,14 (14130 95,93 (0,99— 200,96 (8,54 —
TCD4 CM/mm3 48548 a 304.91) b 798,.89) ab 0001
TCD4 EM (%TCD4+) 26’5595(;‘;’)05 - 24";72 (100"))8 - 26’6618(41‘8’)13 T 0,502
173,48 (76,18 59,75 (0,57 — 173,46 (21,07
TCD4 EM/mm3 —893,84) a 353,79) b 3052000 0001
3.75(0.66— 801 (LAl— 11,96 (051
TCD4 EMRA (%TCD4+) 1> E;z) ° " 2(7) o 9 1(5) | 0,032
2673 (5.46— 16,77 (030— 60,25 (3,03
TCD4 EMRA/mm3 104.86) 73,26) 200.86) 0,069
TCD8 N (%TCD8+) 21’138 (782;;3 - 22’95 (14 i‘))z - 16";‘ (;2’? T 0,285
8457 (32,78 — 31,76 (0,62— 44,60 (2,78 —
TCD8 N/mm3 45231)a 135,98) b 26695 b 001
TCD8 CM (%TCD8+) 13 253 (147’§7 -1 1’53(; (701’50 - 7’3267(2’12)9 T 0227
4871 (15,01 — 14,62 (0.81— 18,53 (3.25—
TCD8 CM/mm3 208,94) a 91,14) b 19757)b 0001
TCD8 EM (%TCD8+) 31%31 (185’?’ - 27’(;75 (901’?4 - 36’663 6((1)19’)28 T 0357
116,91 (29,54 33,18 (0,16— 81,18 (24,40 —
TCD8 EM/mm3 ~340,18) a 232,06) b 45038)ap 001
TCD8 EMRA (%TCD8+) 30’66% (653’?1 - 35’3731((1)2)53 - 37’627(;%’)05 T 0512
127,51 3289 SL11(1,19— 94,19 (27,67
TCD8 EMRA/mm3 ~344,68) a 289,55) b 32635)ab 0007

Analise da maturagdo dos linfocitos T por citometria de fluxo. As diferencas foram avaliadas com o teste de
Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes

entre si (p < 0,05). N: naive; CM: memoria central; EM: efetor de memoria; EMRA: efetor terminal CD45RA+.

A redugio observada nos valores absolutos de linfocitos T CD4" e T CD8" naive e de
memoria nos pacientes oncoldgicos sugere um comprometimento da producao na medula dssea
ou um aumento da apoptose dessas células, o que reflete a diminuicdo dos linfocitos T
observada. Os pacientes com COVID-19 sem neoplasias apresentaram aumento da propor¢ao
de linfocitos T CD4" EMRA dentro do compartimento dos linfocitos T CD4", em comparagdo
com o grupo controle, o mesmo nao foi observado nos pacientes oncologicos. O aumento de
linfécitos T CD4+ EM e EMRA foi observado em pacientes com quadro clinico leve de
COVID-19, o que refletiu a diferenciagao e ativagdo dessa populacdo celular nesses pacientes

(WALTER et al., 2022b). Esses resultados indicam que nos pacientes com COVID-19 do grupo
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sem neoplasias, as células T estdo mantendo a sua diferenciagdo, o que nao foi observado nos
pacientes oncologicos. Isso também pode ser explicado pela disfuncdo imune nos pacientes
oncologicos, como a baixa expressao de HLA-DR nos mondcitos e a reducao de APCs, o que
compromete a apresentacdo de antigenos aos linfécitos T e sua consequente

ativacao/diferenciagdo.

5.2.3 Analise dos linfocitos T — Ativagao

A ativagdo dos linfocitos T foi avaliada pela expressdo dos marcadores CD28, CD57
e HLA-DR. A molécula de superficie CD28 ¢ expressa em todos os linfocitos TN. O sinal de
ativagdo nos linfocitos T se da inicialmente por meio da interagdo do receptor dos linfocitos T
(TCR) com o MHC, e da coestimulag¢ao pelo receptor CD28 presente nos linfocitos T que
interage com os receptores CD80 e CD86 presente na superficie das APCs (ACUTO; MICHEL,
2003; COLEMAN; ZIMMERLY; YANG, 2021; ESENSTEN et al., 2016). Ap0s a persisténcia
de um estimulo antigénico durante um processo de envelhecimento ou em condigdes crdnicas,
as células T CM recém diferenciadas (CD28" CD57"¢) perdem a expressio de sua molécula
coestimuladora CD28 e assumem o fenotipo CD28™¢ CD57° (COLEMAN; ZIMMERLY;
YANG, 2021; WALTER et al., 2022b). As células T tardiamente diferenciadas apresentam um
fenotipo com a expressao da molécula CD57 juntamente com a reexpressdao de CD45RA, com
perda da expressdao de CCR7 e CD45RO, e uma expressao reduzida de CD28 (KARED et al.,
2016). Em determinadas condi¢des de estimulag@o antigénica, os linfocitos T podem expressar
a molécula de MHC-II em sua superficie, e, devido a isso, 0o HLA-DR tem sido utilizado como
um marcador de ativacdo tardia das células T (REVENFELD et al., 2016).

Em relagdo aos linfocitos T CD4*, os pacientes oncologicos com COVID-19
apresentaram redu¢do nos valores absolutos de linfocitos T CD4" CD28" CD57 (p<0,001) e T
CD4" CD28 CD57 (P=0,017), em comparagio com os individuos saudaveis. Os pacientes com
COVID-19 sem neoplasias também apresentaram redugio dos valores absolutos de T CD4"
CD28 CD57 (P=0,047), em comparagdo com o grupo controle. Quanto aos linfocitos T CD8*,
os pacientes com COVID-19, oncologicos e ndo oncologicos, apresentaram reducao em valores
absolutos de linfocitos T CD8* CD28" CD57" (P<0,001 e p=0,041, respectivamente) e T CD8"
CD28 CD57 (p<0,001). Também apresentaram reducdo da porcentagem de células T CD8"
CD28 CD57 dentro do compartimento dos linfocitos T CD8 (p<0,001). Ainda em relagdo aos
linfocitos T CD8", os pacientes com neoplasias apresentaram redugio dos valores absolutos de

T CD8" CD28 CD57', em comparagdo com o grupo controle (p=0,021). Em relagdo aos
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linfocitos T CD4" ¢ T CD8" HLA-DR', os pacientes oncologicos apresentaram reducgdo das
duas populacdes celulares em valores absolutos (p=0,016 e p=0,027, respectivamente). A
analise do perfil de ativagao dos linfocitos T esta descrita na Tabela 3.

O aumento de populagdes CD28 esta associado a condigdes inflamatorias cronicas,
como o cancer (HUFF et al., 2019). A expansdo de células T senescentes CD8" que ndo
expressam CD28 ou que expressam CD57 sdo descritas na circulagdo periférica e no
microambiente tumoral em varios tipos de neoplasias sélidas e hematologicas (STRIOGA;
PASUKONIENE; CHARACIEJUS, 2011) Além disso, pacientes com COVID-19 que
apresentam expansdo das populagdes de T CD4" CD28 e/ou T CD8" CD28", ou ainda, pacientes
que apresentam reducdo de linfocitos T CD28, apresentam pior progndstico (ANFT et al.,
2020; QIN et al., 2020; WANG, F. et al., 2020). Também foi demonstrado que os pacientes
infectados pelo virus SARS-CoV-2 apresentam expansio de células T CD4" ¢ T CD8" CD57"
e/ou PD-17, o que sugere que o0 SARS-CoV-2 pode levar a exaustdo/senescéncia dessas células
(DE BIASI et al., 2020). Outro estudo recente desenvolvido por Gozzi-Silva e colaboradores
(2022) observou, apesar da linfopenia, um aumento da expressao de CD28, HLA-DR, CD38 e
PD-1 nos linfécitos T em pacientes graves/criticos, em compara¢do com individuos saudéveis.
A expressdo de PD-1 esta associada a exaustdo celular, mas também tem sido associada a evitar
a exacerbagio das respostas imunes (GOZZI-SILVA et al., 2022; SCHONRICH; RAFTERY,
2019; ZENARRUZABEITIA et al., 2021).

No presente estudo, ndo foi observado aumento da proporcdo de populacdes celulares
CD28" nos pacientes oncoldgicos. Em valores absolutos, os pacientes oncoldgicos apresentaram
reducdo dos linfocitos T CD4" ¢ T CD8* CD28". Além disso, também apresentaram redugio,
em valores absolutos, dos linfocitos T CD4" e T CD8" CD28". A redugio dos linfocitos T CD8"
CD28 também foi observada em valores relativos, ou seja, dentro do compartimento dos
linfécitos T CD8". Em relagdo a expressdo dos marcadores CD57 e HLA-DR, os pacientes
oncoldgicos apresentaram reducdo em valores absolutos de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" HLA-
DR" e de linfocitos T CD8" CD57". A redugdo em valores absolutos de linfocitos T CD4+ e T
CD8+ CD28+, mostra que esses pacientes apresentam um comprometimento da ativagao
celular, visto que CD28 ¢ uma molécula coestimuladora necessaria para o segundo sinal de
ativacao dos linfocitos T (BERNARD; LAMY; ALBERTI, 2002). Como citado anteriormente,
embora alguns estudos sugerem que o COVID-19 pode levar a exaustao celular com a expressao
de CD57, neste estudo ndo foi observado um aumento das populagdes celulares expressando

marcadores de ativagdo persistente/tardia, como o CD57 e HLA-DR. As disfun¢des observadas
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nas APCs, quanto a capacidade de apresentacdo de antigenos, também podem ser uma possivel

explicagdo para o comprometimento da ativacao de células T nesses pacientes.

Tabela 3 — Ativacao dos linfocitos T.

. r Neoplasia e COVID-19
Variavel Controle CO{)’ID-19 sem neoplasia
TCD4 CD28+CD57- (% 9735(52,12—  93,52(68,13— 9321 (71887— o,
TCD4+) 99,94) 99,98) 99,70) :
TCD4 CD28+CD57- 665,60 (402,45 327,03 (3,74~ 568,26 (7434~ _
mm3 ~1177,46) a 696,98) b 1171,51) a :
TCD4 CD28-CD57- (% 2,64 (0,06— 3,30 (0,01 — L6T0.05— | 1eq
TCD4+) 47,88) 9,97) 15,16) :
TCD4 CD28-CD57- 2024042 709001~ 917(012- o
/mm3 767,66) a 60,11) b 132,05) b :
TCD4CD28-CDS7+ (%  2,08(003—  263(001-  392(021- oo
TCD4+) 45,60) 21,90) 19,67) :
TCD4 CD28- 1733(021—  722(001—  2L78(181— o
CD57+/mm3 731,10) 132,05) 143,05) ’
TCD8 CD28+CD57- (% 63,61 (37,71~ 5536 (34,58~ 61,19 (24201—
TCD8+) 89,46) 82,50) 87,86) :
TCDS8 CD28+CD57- 227,68 (136,61 10626 (4,95~ 162,55 (1443~ _ '
mm3 650,85 ) a 272,50) b 627,38 ) b :
TCD8 CD28-CD57- (% 3638(10,54— 1404 (011-  1140(0,14— _ "
TCD8+) 62,29) a 44.74) b 53,87) b :
TCDS8 CD28-CD57- [8143(3620 1834023~  2682(031- _ o
/mm3 —494.72)a 182,30) b 246,49) b :
TCD8 CD28-CDS7+ (% 2030 (3,03— 24,67 (0.83— 2424266 ..
TCD8+) 47,86) 55,11) 52,57) :
TCDS CD28- 8302(12,92—  3588(034—  448T(598—
CD57+/mm3 366,00 ) a 135,84) b 304,97) a.b :
745313~ 1045(122— 6,65 (4,10
TCD4 DR+ (%TCD4+) ; 4E7 o 3 2’(02) 17f39) 0,509
56,70 (21,23 — 27,94 (1,05 39,65 (14,46 —
TCD4 DR+/mm3 35 1597) a 132,%3) b 138}3) ap 0018
19,09 (6,70 — 27,18 (8,30~ 20,32 (7,37 —
TCD8 DR+ (%TCD8+) ) 2’(5 N ; 4,(77) ; 4,(32) 0,227
79,60 (21,25 —  41,62(329— 56,12 (13,12 —
TCD8 DR+/mm3 277568) a 146,514) b 261,§4) ap 0023

Analise da expressdo dos marcadores CD28, CD57 e HLA-DR nos linfocitos T por citometria de fluxo. As
diferencas foram avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes
indicam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05). TCD4 (linfocitos T CD4"); TCDS (linfocitos T CD8);
TCD4 DR e TCD8 DR+ (linfécitos T CD4" e T CD8" HLA-DR™).
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5.2.4 Linfocitos T reguladores (Treg)

Os linfocitos Th também podem ser subdivididos em linfocitos T reguladores (Treg),
os quais desempenham um papel importante na manutencdo da homeostase imunolédgica, ao
atuar como potentes células imunossupressoras. No contexto da COVID-19, as células Treg
atuam suprimindo a inflamacao exacerbada nos pacientes infectados, do mesmo modo que
atenuam a resposta imune do hospedeiro para combater a infecgao (WANG et al., 2021).

Nos pacientes com COVID-19 sem neoplasias, foi observada uma redugdo de
linfocitos Treg totais, tanto nos valores absolutos (p= 0,003, Figura 13A), quanto nos valores
relativos (p=0,041, Figura 13B), quando comparados aos individuos do grupo controle. Nesses
pacientes também foi observada reducdo dos linfocitos Treg naive (Treg N), nos valores
relativos (p=0,002, Figura 14B) e absolutos (p=0,001, Figura 14A), e dos valores absolutos de
linfocitos Treg de memoria (Treg M) (p= 0,019, figura 15), em comparacgdo ao grupo controle.

Os pacientes oncologicos ndo diferiram do grupo controle em relacdo a contagem
absoluta e relativa dos linfocitos Treg totais. Porém, os pacientes oncoldgicos apresentaram
diminuicdo de valores absolutos de linfocitos Treg N (p=0,010, Figura 14A) e linfocitos Treg
M (p= 0,018, Figura 15), em comparagdo com o grupo controle. Entretanto, quando analisado
o compartimento dos linfocitos T CD4" ¢ T CD8", os pacientes oncologicos apresentaram
aumento da proporgdo de linfocitos T CD4" CD25" (p=0,022) e principalmente, de linfocitos T
CD8" CD25" (p=0,009), onde a mediana dos pacientes oncoldgicos foi quase doze vezes maior
em comparagdo com os individuos saudéaveis (Apéndice A).

Um subconjunto de células Tregs derivadas da periferia, que apresentam o fendtipo
CD4" Foxp3’, sdo reconhecidas como células reguladoras T1 (Trl) e foram descritas
inicialmente em 1997 por Groux e colaboradores, onde apresentaram fun¢do supressora de
células T antigeno-especificas (GROUX et al., 1997). As células Trl tém sido reconhecidas
pela capacidade de secretar IL-10 e pelo fenotipo FoxP3 (LEVINGS et al., 2005). Essas células
sdo induzidas pela ativagdo cronica de linfocitos T CD4" por antigeno, na presenga da IL-10
(GROUX et al., 1997; ZENG et al., 2015). A principal funcdo atribuida as células Trl ¢ a
supressao da resposta de células efetoras (SONG et al., 2021). As células Tr1 sdo responsaveis
por suprimir as respostas de linfocitos T e APCs, principalmente por meio da secrecao de IL-
10 (GREGORI et al., 2010; PELLERIN et al., 2014; MANAVALAN et al., 2003). As c¢lulas
T CD8" CD25" também constituem um subconjunto de células T CD8" que apresentam fungdo
imunossupressora (SCHAFER; ZERNECKE, 2021). Diante disso, os resultados obtidos

sugerem que embora 0s pacientes com cancer apresentem valores absolutos de linfocitos Treg
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N e de Treg M diminuidos, dentro do compartimento de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" ha um

aumento da propor¢do de linfocitos T CD25, assumindo assim, um fenotipo imunossupressor.

Figura 13 - Contagem absoluta e relativa de linfocitos T reguladores (Treg) no sangue

periférico.
a,b a
A 125+ b B 35+
a B T =
% 1004 é 30
£ sl ¢ ’ 5% 1
= 5 8 20
8 50- o0 b
? 9, gL 154 a ]
3 (=
F ol el A = 101 o
L A
i Dolaghe EH
o 0"\CD %‘}9 ’ \5' N el
& ot L &° & &
< ) < 9 Ry &
\°° 6& A &
@ 0° e &
& © 8 o
A ¥ & N
& = c,o"‘

Valores absolutos (A) e relativos (B) de linfocitos Treg em sangue periférico por citometria de fluxo. A mediana
de cada grupo esta representada pelas linhas tracadas. As diferencas foram avaliadas com o teste de Kruskal-
Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si (p <

0,05). (a é diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente de a nem de b).

Figura 14 - Contagem absoluta e relativa de linfocitos T reguladores Naive (Treg N) no

sangue periférico.
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Valores absolutos (A) e relativos (B) de linfocitos Treg N em sangue periférico por citometria de fluxo. A
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mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. As diferengas foram avaliadas com o teste de
Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes

entre si (p < 0,05). (a ¢ diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente de a nem de b).

Figura 15 - Contagem absoluta de linfocitos T reguladores de memoria (Treg M) no sangue

periférico.
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Valores absolutos de linfocitos Treg M em sangue periférico por citometria de fluxo. A mediana de cada grupo
esta representada pelas linhas tracadas. As diferengas foram avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc
de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si (p< 0,05). (a é

diferente estatisticamente de b).
5.2.5 Analise dos linfécitos B

Além da analise dos linfocitos B totais e linfocitos B maduros, foi analisado o
compartimento dos linfécitos B. Esses foram subclassificados em: linfécitos B naive (BN),
transicionais, BM-NS (linfécitos B de memoria non-switched), BM-CS (linfocitos B de
memoria class-switched), BM-DN (linfocitos B de memoéria duplo-negativos (CD27 IgD") e
plasmablastos.

Os linfocitos B transicionais (IgM*™ CD24"" CD38™™), constituem um estigio entre o
linfécito B imaturo e o linfocito BN, e, ¢ considerado um estagio celular mais imaturo. A célula

BN (CD27" IgM" IgD"), ja é considerada uma célula mais madura que migra para os
g g J
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linfonodos, onde, na presenca de um estimulo antigénico, podem se diferenciar a células B de
memoria (BM). As células BM que ndo sofreram troca de classe sdo chamadas de BM-NS
(CD27" IgD"¥" IgM"), e aquelas que sofreram troca de classe, sio chamadas de BM-CS
(CD27" IgD"®). As células BM-DN, ndo expressam nem CD27 e nem IgD. Os plasmablastos
(CD20™¢ IgM™¢ CD38"") e plasmocitos sdo o ultimo estagio de diferenciagdo dos linfocitos B
(BLANCO et al., 2018; CARDOSO, 2020; PEREZ-ANDRES et al., 2010).

Como pode ser observado na Figura 16 (Painéis A-D), os pacientes oncoldgicos
apresentaram reducdo dos valores absolutos de linfécitos BN (p<0,001), linfocitos B
transicionais (p<0,001), BM-NS (p<0,001), BM-CS (p<0,001) ¢ BM-DN (p=0,007), em
comparagdo com os individuos saudaveis. Além das alteracdes em valores absolutos, os
pacientes oncologicos apresentaram reducdo nos valores relativos de linfocitos B transicionais
(p=0,011, Figura 17A) e de BM-NS (p=0,002, Figura 17B), quando comparados ao grupo
controle. Ja os pacientes com COVID-19 sem neoplasias apresentaram redu¢do de BM-NS
tanto em valores absolutos, quanto em valores relativos (p=0,001 e p=0,036, respectivamente)
(Figuras 16C e 17B). Em relacdo as células BM-DN, os pacientes com COVID-19 sem
neoplasias apresentaram um aumento da propor¢do dessas células no compartimento dos
linfocitos B, em comparagao com o grupo controle (p=0,001, Figura 17C).

Em relagdo aos valores relativos de plasmablastos, o grupo de pacientes oncoldgicos
demonstrou resultados semelhantes aos pacientes do grupo nao oncologico. Os dois grupos com
diagnoéstico de COVID-19 apresentaram aumento na propor¢do de plasmablastos dentro do
compartimento dos linfocitos B, em relagdo ao grupo controle (p<0,001, Figura 17D). Em
valores absolutos de plasmablastos (Figura 16F), somente o grupo com COVID-19 nao

oncologico apresentou aumento significativo em relacao ao controle (p=0,034).
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Figura 16 — Contagem absoluta dos linfocitos B N, transicionais, BM-NS, BM-CS, BM-DN ¢

plasmablastos em sangue periférico.
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Valores absolutos de linfocitos BN, transicionais, BM-NS, BM-CS, BM-DN e plasmablastos em sangue
periférico por citometria de fluxo. A mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. As
diferencas foram avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes
indicam valores estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05). (a é diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere

estatisticamente de a nem de b).
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Figura 17 — Contagem relativa de linfocitos B transicionais, BM-NS, BM-DN e plasmablastos

em sangue periférico.
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Valores relativos de linfocitos B transicionais, BM-NS, BM-DN e plasmablastos em sangue periférico por
citometria de fluxo. A mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. As diferencgas foram

avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores

estatisticamente diferentes entre si (p< 0,05). (a é diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente

de a nem de b).

Outro estudo recente observou resultados semelhantes em relagdo ao compartimento

de linfocitos B nos pacientes com COVID-19, marcado pela reducdo de linfocitos B de memoria

NS e CS em pacientes com quadros clinicos de moderado a critico, além da redugdo de células

B transicionais nos pacientes com quadro clinico critico. Também foi observado um aumento

de plasmablastos nesse estudo (WALTER et al.,, 2022b). Em relagdo ao aumento de

plasmablastos, outros estudos na literatura demonstram o mesmo resultado nos pacientes

infectados por SARS-CoV-2, principalmente em pacientes que apresentaram manifestacdes

clinicas mais grave da doenca (LAING et al., 2020; SOSA-HERNANDEZ et al., 2020). Sosa-
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Hernandez e colaboradores (2020) além de observarem um aumento de plasmablastos nos
pacientes com COVID-19, relataram uma diminui¢ao de linfécitos B transicionais.

Nos pacientes oncoldgicos, as alteragdes dentro do compartimento dos linfocitos B,
sugerem um remanejamento celular para producao de anticorpos, evidenciado pelo aumento da

proporg¢ao de plasmablastos em sangue periférico.

5.2.6 Analise da maturacio dos neutrofilos e expressao da molécula CD62L

Foi possivel observar, nos grupos com COVID-19, oncoldgico e ndo oncoldgico, um
aumento nos valores relativos de neutréfilos maduros em relagdo ao grupo controle (p= 0,004
e p=0,008, respectivamente). Em relagdo aos valores absolutos de neutréfilos maduros, os
pacientes oncologicos ndo apresentaram aumento significativo quando comparados ao grupo
controle. Somente o grupo nao oncologico diferiu em relagdo aos valores absolutos de
neutr6filos maduros quando comparado ao grupo controle (p=0,006). Ao analisar os neutréfilos
imaturos, os pacientes do grupo nao oncoldgico apresentaram aumento nos valores relativos e
absolutos quando comparados ao grupo controle (p= 0,009 e p= 0,005). Os pacientes
oncoldgicos ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados aos demais grupos
(Apéndice A).

Em relagdo a expressdo de CD62L nos neutrofilos, foi possivel observar que os
pacientes oncologicos apresentaram um aumento expressivo de neutrofilos CD62L" quando
comparados ao grupo controle (p= 0,001, Figura 18). O grupo de pacientes sem neoplasias ndo

apresentou diferenca significativa em relagdo aos demais grupos.



Figura 18 - Expressao de CD62L em neutréfilos.
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Neutrofilos expressando a molécula CD62L. A mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. O

teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn-Bonferroni foi utilizado para avaliar as diferengas. p < 0,05 foi

considerado significativo. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes entre si. (a é diferente

estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente de a nem de b).

A L-selectina CD62L ¢ uma glicoproteina transmembrana tipo I que € expressa na

maioria dos leucocitos circulantes, incluindo os neutrofilos. E uma molécula de adesdo celular

que auxilia na ancoragem ao endotélio e no rolamento dos leucécitos (BONGERS et al., 2021;

IVETIC, 2018; IVETIC, VERDEE, HART, 2019). Além disso, acredita-se que a L-selectina

tem um papel na amplificacao da inflamacao, ao permitir que os neutrofilos aderentes possam

recrutar ainda mais neutrofilos para o local da inflamag¢dao (BARGATZE et al., 1994).

O aumento do percentual de neutrofilos expressando a molécula CD62L observado

nos pacientes oncoldgicos, indica que essas células apresentam uma maior adesdo endotelial e

pode indicar uma intensa migracao para os sitios inflamatorios. Outro estudo desenvolvido por

Walter e colaboradores (2022a), também observou um aumento de neutréfilos expressando a

molécula CD62L, e esse aumento foi evidenciado nos pacientes com quadro clinico mais grave

da COVID-19.

5.2.7 Analise dos Monocitos

Os mondcitos, juntamente com as cé€lulas dendriticas, compdem o sistema fagocitario

mononuclear no sangue periférico. Os monocitos sdo cé€lulas imunes inatas, consideradas

células apresentadoras de antigeno profissionais (APCs), que detectam e fagocitam patdgenos,
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medeiam respostas imunes e o recrutamento de leucocitos, assim como participam ativamente
da regulagdo do processo inflamatorio (KNOLL; SCHULTZE; SCHULTE- SCHREPPING,
2021).

Neste estudo, os monocitos foram subdivididos em trés populagdes principais, de
acordo com a expressdo de seus marcadores de superficie CD14 e CD16, e sabe-se que
apresentam fungdes distintas na homeostase ¢ doenga (KAPELLOS et al., 2019). Assim, os
mondcitos foram subdivididos em monocitos classicos (¢cMO) (CD14™" CD167), ndo-classicos
(ncMO) (CD147°% CD16%) e intermediarios (iMO) (CDI14" CDI16"). Os mondcitos
intermedidrios e nao-cldssicos também s3o subclassificados como TIMAS (macrofagos
teciduais) (CARDOSO et al., 2019).

Em infecgdes virais, como na COVID-19, os mondcitos ativados migram para os
tecidos, onde desempenhardo suas fungdes pro e anti-inflamatérias (KNOLL; SCHULTZE;
SCHULTE- SCHREPPING, 2021). Mudangas quantitativas e qualitativas nos mondcitos sao
observadas nos casos mais criticos da COVID-19 (CAMPANA et al., 2022).

Em relacdo a andlise dos mondcitos totais, os pacientes oncologicos ndo apresentaram
diferen¢a na contagem absoluta e relativa, em comparacdo com os individuos saudéveis (Figura
19A e 19B). Ja em relagdo aos pacientes do grupo ndo oncologico com COVID-19, foi
observado um aumento nos valores absolutos de monocitos em relagdo ao grupo controle (p=
0,018, Figura 19A) e ao grupo oncoldgico (p= 0,021, Figura 19A). Os pacientes do grupo nao
oncologico também apresentaram valores relativos de mondcitos mais elevados, em relagao aos
pacientes com neoplasias (p= 0,041, Figura 19B), mas ndo apresentaram diferenca significativa

dos valores relativos em relagdo ao grupo controle.
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Figura 19 - Contagem absoluta e relativa de mondcitos no sangue periférico.

b 15.01
A 2000- . B ab a b
1750 A -g}- 12.51
E 1500 ] A -4 g 10.04 o 3u0 .-.
B 12504 ‘E bt . A “ A
€ 1000{ o 23 ™ L watad
g A [ .‘:o AL
g 7501 am o at =3 509 ®oe - n
" mE = ——p i
= 500 m. H iiE g .5 -
250- a nl
n- 0.0 T ._I_ T
—-—'l-‘*'—-— ) &
] > v B LG
& o & &° K &
A¥ ) o o &
(e P o o L @o
L] i d
aﬂ‘}‘é@ {'5@ & an
& & &
A ol & K,
& &

Valores absolutos (A) e relativos (B) de mondcitos em sangue periférico por citometria de fluxo. A mediana de
cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. As diferengas foram avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis
e post-hoc de Dunn-Bonferroni para os valores absolutos de mondcitos. Para avaliar as diferengas nos valores
relativos de mondcitos foi utilizado o teste ANOVA e post-hoc de Games-Howell. Letras diferentes indicam
valores estatisticamente diferentes entre si (p< 0,05). (a ¢ diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere

estatisticamente de a nem de b).

Na andlise do compartimento monocitico, também foi avaliada a populagdo de
monocitos que expressam a molécula CD56. Foi observado aumento dos valores relativos de
mondcitos CD56", nos pacientes com COVID-19, oncoldgicos e ndo oncoldgicos, quando
comparados ao grupo controle (p= 0,003 e p= 0,019, respectivamente) (Apéndice A).

CD56 é uma molécula de adesdo celular neural. Os mondcitos CD56" estdo em baixas
concentragdes no sangue periférico de individuos sauddveis e demonstraram-se elevados em
condigdes associadas a autoimunidade, como na artrite reumatoide (CAMPANA et al., 2022;
KRASSELT et al., 2013). Em um recente estudo publicado em agosto de 2022, Campana e
colaboradores observaram um aumento de mondcitos CD56" em pacientes com COVID-19
grave. Esse aumento de monocitos expressando CD56" foi correlacionado inversamente com a
concentragdo de monocitos CD16%, e foi sugerido como um marcador inflamatorio de
progndstico desfavoravel em pacientes com COVID-19. Outro estudo recente realizado por
Walter e colaboradores (2022a) também encontrou um aumento de mondcitos CD56" nesses
pacientes, e foi evidente nos quadros clinicos de moderado a critico.

Em relagdo a avaliagdo dos subtipos de mondcitos, os pacientes com COVID-19 sem
neoplasia apresentaram aumento na contagem absoluta de cMO em relacdo ao controle (p=

0,009) e em relagdo ao grupo oncoldgico (P= 0,016) (Figura 20A). Esse aumento de cMO
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também foi evidenciado dentro do compartimento dos monocitos, quando comparado o grupo

sem neoplasia com COVID-19, com o grupo controle (p= 0,012, Figura 20B).

Figura 20 — Mondcitos cléssicos (cMO).
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Valores absolutos de cMO (A) e valores relativos de cMO dentro do compartimento monocitico (B) por
citometria de fluxo. A mediana de cada grupo esté representada pelas linhas tragadas. As diferengas foram
avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores

estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05). (a é diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente

de a nem de b).

Jaemrelacao aos ncMO, os pacientes com COVID-19, oncoldgicos e ndo oncoldgicos,
apresentaram diminui¢do dos valores absolutos de ncMO em relagdo ao grupo controle (p
<0,001 e p= 0,002, respectivamente) (Figura 21A). Essa diminuicdo de ncMO também foi
observada quando analisado os valores relativos dentro do compartimento de mondocitos, ao

comparar os pacientes com COVID-19 e o grupo controle (p<0,001, Figura 21B).
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Figura 21 — Mondcitos nao classicos (ncMO).
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Valores absolutos de ncMO (A) e valores relativos de ncMO dentro do compartimento monocitico (B) por

citometria de fluxo. A mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. As diferengas foram

avaliadas com o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores
estatisticamente diferentes entre si (P < 0,05). (a é diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente

de a nem de b).

Com base nos resultados anteriores, foi possivel observar que os pacientes oncolégicos
apresentaram valores absolutos reduzidos de TIMAS (iMO e ncMO juntos) em relagio ao grupo
controle (p= 0,024, Figura 22A), e que se da as custas da redu¢cdo de ncMO nesses pacientes.
O grupo de pacientes sem neoplasias com COVID-19 ndo apresentou diferenga significativa
quando comparado aos demais grupos. Dentro do compartimento dos mondcitos, os pacientes
com COVID-19 do grupo sem neoplasias, apresentaram diminui¢do dos valores relativos de
TIMAS em relagdo ao grupo controle (p= 0,012). O mesmo nao foi significativo para o grupo
de pacientes oncoldgicos (Figura 22B). Em relacdao aos iMO, ndo houve diferenca significativa

entre os grupos comparados (Apéndice A).
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Figura 22 - Macrofagos teciduais (TIMAS).
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Valores absolutos de TIMAS (A) e valores relativos de TIMAS dentro do compartimento monocitico (B). A
mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. As diferengas foram avaliadas com o teste de
Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes

entre si (P <0,05). (a é diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente de a nem de b).

Os cMO sdo células altamente fagociticas e desempenham um importante papel na
resposta contra patdogenos, apresentando alta adesdo endotelial e capacidade migratoria,
enquanto que os iMO estdo relacionados a producdo de espécies reativas de oxigénio,
apresentagdo de antigenos, proliferagdo e estimulagdo de células T e angiogénese. Os ncMO
sd0 mais responsivos aos estimulos virais, sdo especializados em fagocitose mediada por
complemento e FcR, e também desempenham um papel importante na regulagao da inflamagao
vascular (CARDOSO, 2020; SAMPATH et al., 2018; WALTER et al., 2022b).

Neste estudo, os pacientes oncoldgicos com COVID-19 apresentaram reducao dos
valores absolutos e relativos de monoécitos ndo classicos em sangue periférico. A diminuicao de
ncMO em pacientes com COVID-19 ja foi descrita em outros estudos e tem sido correlacionada

com quadros clinicos mais graves da doenca (GATTI et al., 2020; WALTER et al., 2022a).

5.2.8 Analise da Expressio de HLA-DR nos Mondcitos

HLA-DR ¢ um antigeno leucocitdrio humano de classe II (MHC II) comumente
expresso nas células apresentadoras de antigenos, cuja funcdo ¢ apresentar antigenos
processados nas APCs para os linfocitos T (MENGOS; GASTINEAU; GUSTAFSON, 2019;
NEEFIJES et al., 2011).
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Além da andlise dos monocitos totais e seus subtipos, neste estudo, também foi
avaliada a expressdo da molécula de superficie HLA-DR nos mondcitos dos pacientes com
COVID-19. Ao avaliar a expressao de HLA-DR nos mondcitos, foi possivel identificar que o
grupo de pacientes oncologicos apresentou diminui¢ao da expressao de HLA-DR tanto nos
cMO, quanto nos ncMO, quando comparado ao grupo controle (p= 0,007 e p= 0,025,
respectivamente). O grupo de pacientes com COVID-19 sem neoplasia ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle e ao grupo oncolégico. Em relacao a
expressao de HLA-DR nos mondcitos totais, iMO e TIMAS, nao houve diferenga estatistica

entre os grupos comparados (Tabela 4).

Tabela 4 — Expressao de HLA-DR em monocitos.

Neoplasia e COVID-19 sem

Variavel Controle COVID-19 Neoplasia
10137,13 5028,99 8975,39
HLA-DR Monocitos (IFM) (3099,94 - (808,75 - (1205,99 - 0,060
27788,00) 17142,88) 35106,90)
9852,00 4573,73 8597,20
HLA-DR cMO (IFM) (2701,23 - (346,98 - (1084,96 - 0,010
18734,22) a 15988,40) b 34220,07) a,b
20547,49 13854,43 16011,43
HLA-DR iMO (IFM) (4095,82 - (3718,79 - (3096,65 - 0,416
42651,44) 74561,71) 62022,56)
13054,77 5915,94 10889,87
HLA-DR ncMO (IFM) (5597,31 - (2176,32 - (1528,39 - 0,026
29060,58) a 34107,44) b 26181,12) a,b
15824,14 8390,55 15240,65
HLA-DR TIMAS (IFM) (6289,47 - (3880,20 - (2937,77 - 0,449
29529,78) 74561,71) 39602,03)

As variaveis estdo apresentadas como mediana (minimo e maximo). Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes entre si. (a ¢ estatisticamente diferente de b; a,b nio difere estatisticamente de a
nem de b). Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com teste post hoc de Dunn-Bonferroni para avaliar as
diferencas significativas e valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Abreviaturas: cMO:
mondcitos classicos; iMO: monocitos intermediarios; ncMO: monocitos ndo-classicos; TIMAS: macrofagos

teciduais (iMO+ncMO); IFM: intensidade de fluorescéncia média.

Mondcitos com baixa expressao ou perda de expressdo de HLA-DR, reconhecidos
como mondcitos CD14+ HLA-DR'*"¢ constituem uma populagio celular maior, denominada
de células supressoras derivadas de linhagem mieloide (MDSCs) e sdo reconhecidas como
células supressoras derivadas de linhagem mieloide monociticas (M-MDSCs) (MENGOS;
GASTINEAU; GUSTAFSON, 2019). A baixa expressio de HLA-DR em mondcitos €
reconhecida como um indicador de imunossupressdo da resposta imune inata e confere um

estado denominado de imunoparalisia, como ¢ descrita a supressdo da resposta imune induzida
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pela sepse (LEIJTE et al., 2020). As MDSCs se desenvolvem em condi¢des de inflamagao
cronica e sdo responsaveis por suprimir respostas de células T (HEDGE; LEADER; MERAD,
2021; KNOLL; SCHULTZE; SCHULTE-SCHREPPING, 2021). Como citado anteriormente,
0 HLA-DR ¢ um MHC-II expresso nas APCs, por onde sao apresentados os antigenos ao TCR,
responsavel por ativagdo dessas células imunes. Com a perda da expressdo de HLA-DR nos
mondcitos, essas células migram de um estado inflamatdrio para um fendtipo anti-inflamatorio
(MENGOS; GASTINEAU; GUSTAFSON, 2019). Desse modo, os mondcitos com baixa
expressao de HLA-DR apresentam uma capacidade reduzida de apresentagdo de antigenos aos

linfocitos T.

A baixa expressao de HLA-DR em mondcitos foi relatada em muitos estudos com
pacientes infectados pelo virus SARS-CoV-2 e correlacionado com a gravidade da doenga
(GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020; KNOLL; SCHULTZE; SCHULTE-
SCHREPPING, 2021; SCHULTE-SCHREPPING et al., 2020; SILVIN et al., 2020; SPINETTI
et al., 2020). Ja foi descrito anteriormente que a IL-6 pode inibir a expressao de HLA-DR, o
que pode explicar a redugdo da expressao de HLA-DR nos monocitos dos pacientes com
COVID-19, visto que concentracdes elevadas de IL-6 estio marcadamente presentes nesses
pacientes, principalmente nos pacientes criticos (GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al.,
2020). Além disso, as MDSCs exibem uma fungao inibitoria das células dendriticas, o que pode
explicar o declinio dessa populagdo celular observada nos pacientes com COVID-19 (CHANG

etal., 2021).

5.2.9 Analise das células dendriticas (DCs)

As células dendriticas integram a primeira linha de defesa do hospedeiro e fazem um
elo central entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa. Sdo responsaveis pela
secrecao de citocinas e ativagdo de outras células imunes inatas, como as células NK, e
medeiam a resposta imune adaptativa por meio da interacdo com os linfocitos T (ROQUILLY
MINTERN; VILLADANGOS, 2022). As cé¢lulas dendriticas tém como caracteristica a forte
expressao de HLA-DR (MHC-II), e, por isso, a apresentagdo de antigenos aos linfécitos Th tem
sido considerada a sua principal fungao (CARDOSO, 2020; O’ KEEFFE; MOK; RADFORD,

2015). No sangue periférico, as células dendriticas podem ser subclassificadas em DCs cléssicas
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ou mieloides (cDCs ou mDCs, CDllc ** CDI23 9m) ¢ DCs plasmocitéides (pDCs,
CD11c 9™ CD123 *) (WALTER et al., 2022b).

Em relagdo a andlise das células dendriticas, foi observada uma redugdo da porcentagem
dessa populacao celular em sangue periférico, tanto nos pacientes oncoldgicos, quanto nos
pacientes com COVID-19 sem neoplasias, quando comparados ao grupo controle (p<0,001 e
p=0,003, respectivamente) (Figura 23B). Em valores absolutos essa redu¢ao so foi significativa
nos pacientes oncoldgicos, em comparagao com o grupo controle (p<0,001), onde foi observada
uma reducdo de mais de cinco vezes (Figura 23A). Os pacientes oncoldgicos apresentaram
reducdo dos valores absolutos de células dendriticas cldssicas/mieldides (mDC) e de células
dendriticas plasmocitédides (pDC), em comparacdo com o grupo controle (p<0,001) (Apéndice
A). J& nos pacientes com COVID-19 sem neoplasias, somente a redu¢do das pDC foi
significativa em comparagao com os individuos saudaveis (p=0,002) (Apéndice A). Dentro do
compartimento das células dendriticas, embora diminuidas em quantidade, foi observado um
aumento da porcentagem de mDC nos pacientes oncoldgicos (p= 0,006) (Figura 23C). Os
pacientes com COVID-19 sem neoplasias também apresentaram um aumento da proporc¢ao de
mDCs, em comparagdo com o grupo controle (p= 0,007) (Figura 23C). Com isso, também foi
observada uma redu¢do da porcentagem de pDC nos pacientes oncoldgicos (p=0,006) e nos
pacientes com COVID-19 sem neoplasias (p=0,007) em compara¢do com o grupo controle
(Figura 23D). Essas alteracdes dentro do compartimento das células dendriticas corroboram
com a relacio pDC/mDC diminuida nos pacientes com COVID-19, oncoldgicos e ndo
oncologicos, em comparacdo com os individuos saudaveis (p=0,006 e¢ p =0,007,

respectivamente) (Apéndice A).
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Figura 23 - Contagem absoluta e relativa de células dendriticas e seus subconjuntos em

sangue periférico.
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Valores absolutos de células dendriticas (A), valores relativos de células dendriticas (B), valores relativos de
mDC (C) e valores relativos de pDC (D) dentro do compartimento de DCs, em sangue periférico por citometria
de fluxo. A mediana de cada grupo esta representada pelas linhas tragadas. As diferengas foram avaliadas com o
teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores estatisticamente

diferentes entre si (p < 0,05). (a é diferente estatisticamente de b).

Alguns estudos tém revelado que além da redugao substancial de células dendriticas
circulantes, os pacientes com COVID-19 apresentam DCs disfuncionais, no que diz respeito a
apresentacao de antigenos durante a infec¢ao pelo virus SARS-CoV-2 (ARUNACHALAM et
al., 2020; PARACKOVA et al., 2020; SAICHI et al., 2021; ZHOU, R. et al., 2020). E
observado, em pacientes com COVID-19 gravemente doentes, um declinio das DCs e disfun¢ao
dessa populacao celular, as quais apresentam uma capacidade prejudicada de apresentacao de
antigenos e de secretar citocinas antivirais, principalmente o IFN-I. O aumento da apoptose de

DCs, alteragdes na distribuicdo dessa populagdo celular e a inibigdo exercida pelas MDSCs,



66

podem explicar a deplecao de DCs nos pacientes com COVID-19 grave (CHANG et al., 2021).
Outros estudos também revelaram uma diminui¢do da contagem de pDCs em pacientes com
COVID-19 (BORCHERDING et al., 2021; SANCHEZ-CERRILLO et al., 2020; WALTER et
al., 2022a). Sabe-se que as células dendriticas plasmocitoides desempenham um papel
importante na imunidade antiviral, devido a sua capacidade de produzir grandes quantidades de
IFN-I (FITZGERALD-BOCARSLY et al., 2008; ZHOU, P. et al., 2020). O comprometimento
da funcao das DCs pode levar a atrasos nas respostas de linfécitos T durante a infec¢ao por
SARS-CoV-2 (ZHOU, P. et al., 2020).

Neste estudo, os pacientes oncologicos apresentaram valores absolutos de células
dendriticas mais reduzidos em comparagdo com os pacientes com COVID-19 sem neoplasias e
ao grupo controle, e, ainda, uma expressiva redu¢do de pDCs em comparacdo com o grupo
controle, o que indica que esses pacientes podem ter uma ativagdo de linfocitos T via
apresentacdo de antigenos pelas DCs comprometida, ¢ também um comprometimento da

produgdo de IFN-I, que ¢ responsavel por induzir uma forte resposta antiviral.

5.3 ANALISE DAS CITOCINAS PLASMATICAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Em relacdo a analise do padrao de citocinas plasmaticas, como pode ser observado na
Figura 24, Painéis A-D, os pacientes oncologicos apresentaram aumento das concentragdes de
IL-12p70 (p<0,001), IL-10 (p=0,001), IL-6 (p=0,012) e uma expressiva redugdao da IL-17A
(p=0,002) em comparagdao com os individuos saudaveis. Ja nos pacientes com COVID-19 do
grupo nao oncoldgico, foi observado um aumento da IL-12p70 (p<0,001) e IL-10 (p<0,001),

em comparagdo com o grupo controle, conforme Figura 24, Painéis A-D.
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Figura 24 - Concentragdes plasmaticas das citocinas IL-12p70, IL-6, IL-10 e IL-17A.
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Concentragdes plasmaticas de citocinas pro e anti-inflamatorias por citometria de fluxo. O teste de Kruskal-
Wallis com teste post hoc Dunn-Bonferroni foi utilizado para avaliar as diferengas. p<0,05 foi considerado
significativo. (a € diferente estatisticamente de b; a,b ndo difere estatisticamente de a nem de b). Abreviaturas:

IL: interleucina.

Alteragdes no perfil de citocinas tém sido relatado desde os primeiros estudos sobre a
COVID-19. Os casos mais criticos da doenga sdo marcados por uma exacerbacdo da resposta
inflamatoria (YANG et al., 2020). A tempestade de citocinas ¢ considerada a principal causa
da SRAG e faléncia de multiplos 6rgdos na COVID-19 (BAKOUNY et al., 2020; HU et al.,
2020; YE et al., 2020). Varios estudos observaram concentragdes elevadas de IL-6 nos
pacientes infectados por SARS-CoV-2, correlacionando com casos mais graves da doenga
(CHEN, X. et al., 2020; GAO et al., 2020; RUAN et al., 2020; ZHOU, F. et al., 2020; WAN et
al., 2020; WU et al., 2020). A IL-6 ¢ secretada por uma ampla gama de células distintas, e esta
envolvida na regulagdo de diversos processos fisioldgicos, como nas respostas imunes, na

inflamacao e na hematopoiese (COSTELA-RUIZ et al., 2020). Essa interleucina também ¢ uma
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das principais citocinas encontradas no microambiente tumoral, e sua superexpressao ¢ relatada
em praticamente todos os tipos de tumores (KUMARI et al., 2016). Neste estudo, somente os
pacientes oncologicos apresentaram diferenca significativa nas concentragdes de IL-6 em
relagdo ao grupo controle. Como citado anteriormente, concentragdes elevadas de IL-6 sao
encontradas em uma variedade de tumores e também em pacientes infectados com SARS-CoV-
2, desse modo, a COVID-19 parece exacerbar ainda mais a resposta de IL-6 nos pacientes
oncologicos. Como mencionado anteriormente, as concentragdes elevadas de IL-6 podem
explicar a reducdo de HLA-DR nos monoécitos observada nos pacientes oncologicos
(GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020). Ainda devido a tempestade de citocinas nos
pacientes oncoldgicos com COVID-19, as concentragdes elevadas de IL-6 e algumas vias de
sinalizagdo em que a IL-6 esta envolvida, supdem-se que possa ocorrer resisténcia aos
quimioterapicos, com diminui¢ao do efeito terapéutico e aumento da mortalidade nos pacientes

oncolégicos (HEYDARIAN et al., 2021).

A respeito das concentragdes de IL-10 nos pacientes oncoldgicos, a sua relacdo com a
patogénese e o desenvolvimento tumoral apresenta controvérsias na literatura, onde alguns
estudos defendem a relagdo positiva da IL-10 para a promogdo do tumor, enquanto outros
estudos acreditam que a IL-10 possa contribuir para supressao da angiogénese (MANINNO et
al., 2015). No contexto da COVID-19, varios estudos demonstraram um aumento das
concentragdes de IL-10 nos pacientes infectados por SARS-CoV-2, e correlacionaram suas
concentracgoes elevadas com a gravidade da doenca (COSTELA-RUIZ et al., 2020; CHEN, C.
et al., 2020; CHEN, G. et al., 2019; DIA et al., 2020; HUANG et al., 2020; PEDERSEN; HO,
2020; QIN et al., 2020; SUN et al., 2020; WANG, Z. et al., 2020). Um estudo demonstrou que
a IL-10 esta correlacionada com o desfecho obito e estabeleceu um cutt-off de >14 pg/ml, onde
a probabilidade de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foi de 61,7 + 7,1% naqueles com valores
>14 pg/ml (WALTER et al., 2022a). Outro estudo realizado por Han e colaboradores (2020),
identificou concentragdes elevadas tanto de IL-10, quanto de IL-6, em pacientes com quadros
clinicos graves, e sugeriu que as concentragdes dessas citocinas podem ser utilizadas como
preditores de gravidade na COVID-19. Além disso, uma das caracteristicas que difere a
sindrome de tempestade de citocinas dos pacientes infectados por SARS-CoV-2 dos pacientes
com SARS, infectados por SARS-CoV, sdo as concentragdes da IL-10, onde ¢ observada uma
elevagio pronunciada de IL-10 nos pacientes com COVID-19 (LU et al., 2020). E importante
destacar que concentragdes elevadas da IL-10 nos pacientes com COVID-19 pode ser

considerado um biomarcador imunossupressor (DIAO et al. 2020; ZHAO, Y. et al. 2020).
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Em relacdo a IL-17A, um estudo conduzido por Walter e colaboradores (2022a),
mostrou redugdo das concentragdes dessa citocina no plasma de pacientes infectados com
COVID-19, a qual foi evidenciado nos pacientes com quadro clinico mais grave. Uma possivel
explicacdo para a reducao da IL-17A nos pacientes oncoldgicos deste estudo, sdo as elevadas
concentragdes de IL-10, que atua de forma inibitéria em relacdo as células Th17 (CARDOSO,
2020; WU et al., 2015). A diminui¢ao da IL-17A nesses pacientes também pode ser explicada
pela linfopenia, e consequentemente reducao dos linfocitos T, em particular dos linfécitos Th,

visto que a IL-17A ¢ a citocina assinatura do linfocito T helper 17 (Th17).

No cenario da COVID-19, outros estudos também evidenciaram um aumento da IL-
12 nos pacientes infectados (LIU, Yingxia, et al., 2020; YOUNG et al. 2021). A IL-12 ¢
secretada principalmente por macrofagos e células dendriticas (HASANVAND, 2022). Essa
citocina desempenha um papel importante na producdo de interferon tipo II e na diferenciacdo

dos linfocitos Thl (YAN; SMYTH; TENG, 2018).
54 ANALISE DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS: MPO E NO

Os pacientes com COVID-19, oncoldgicos € ndo oncoldgicos, se comportaram de
maneira semelhante, ao apresentar expressiva reducdo das concentragdes de NO quando
comparados ao grupo controle (p<0,001). Em relagdo as concentragdes de MPO, ndo houve

diferenca significativa entre os grupos comparados (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentragdes plasmaticas de MPO e NO.

Neoplasia e COVID-19

ez ConbDN COVID-19  sem Neoplasia
MPO (uM/mL) mediana 101,00 (70,00 96,50 (49,00 — 141,50 (72,00 — 0.058
(minimo e maximo) - 155,00) 232,00) 184,00) ’
NO (uM) mediana 65,50 (31,00— 20,00 (3,00 — 30,00 (8,00 — <0.001
(minimo e maximo) 284,00) a 61,00) b 400,00) b ’

Concentragdes plasmaticas de mieloperoxidase (MPO) e 6xido nitrico (NO). Para comparagio das variaveis foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis e teste post-hoc de Dunn-Bonferroni. Letras diferentes indicam valores

significativamente diferentes entre si (p < 0,05).

O 6xido nitrico atua na regulagao de fungdes vaso-protetoras e possui propriedades anti-
inflamatoérias, antitromboticas e antivirais (DOMINIC et al., 2021). Outros estudos observaram
que pacientes com COVID-19 apresentam redugdo das concentracdes de oxido nitrico em

compara¢cdo com pacientes saudaveis (DOMINIC et al., 2021; WALTER et al., 2022a).
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Também foi observado, que a mortalidade nos pacientes com COVID-19 pode estar associada
a reducdo da producdo e disponibilidade endotelial de 6xido nitrico (OZDEMIR; YAZICI,
2020). Essa reducao de oxido nitrico observada nos pacientes com COVID-19 pode estar
associada a sintese reduzida, devido ao comprometimento endotelial, ou a um aumento do
consumo (DOMINIC et al., 2021). A reducao das concentragdes de 6xido nitrico observada nos
pacientes oncologicos ¢ alarmante, visto que esse grupo de pacientes t€m um risco aumentado
para desenvolver complicagdes tromboticas. Foi descrito anteriormente por Lee e Levine
(2003), que pacientes com cancer possuem um risco de quatro a sete vezes maior de ter
tromboembolismo venoso (TEV) em compara¢dao com a populagdo em geral. Esse estado pro-
coagulante observado nos pacientes com doengas oncoldgicas ¢ atribuido a expressao de fatores
da coagulacdo, pelas proprias células tumorais e de mediadores inflamatorios (BAKOUNY et

al., 2020; FALANGA; MARCHETTI; VIGNOLI, 2013).

5.5 ANALISE DOS ANTICORPOS ANTI-SARS-COV-2 IGM E IGG

A producdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgM e IgG foi avaliada nos pacientes com
COVID-19, oncoldgicos e ndo oncologicos. Conforme descrito na Tabela 6, os pacientes
oncoldgicos ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo a produgdo de anticorpos anti-
SARS-CoV-2 IgM e IgG, em comparacdo com os pacientes nao oncologicos com COVID-19
(p=0,058 e p=0,686, respectivamente). Os pacientes do grupo oncologico apresentaram IgM
reagente em 33,3% dos pacientes e IgG reagente em 52,9% dos pacientes. J& os pacientes com
COVID-19 do grupo sem neoplasias apresentaram IgM reagente em 66,7% dos pacientes e IgG
reagente em 47,4% dos pacientes. Do total de 28 pacientes com COVID-19, sete pacientes nao
apresentaram IgM e IgG reagentes, desses, quatro pacientes oncoldgicos e trés pacientes ndo
oncologicos.

Apesar de menos da metade dos pacientes oncoldgicos apresentarem IgM reagente
(33,3%), 1sso nao parece estar atribuido a dificuldade da produgdo de anticorpos.
Provavelmente estd mais relacionado com o tempo do processo infeccioso, visto que mais da
metade dos pacientes apresentam IgG reagente (52,9%). Uma revisdo sistematica que analisou
a resposta de anticorpos a infeccdo por SARS-CoV-2 identificou que para IgG o tempo médio
ou mediano de soroconversdo varia entre doze e quinze dias apos o inicio dos sintomas,
enquanto que para IgM o tempo médio ou mediano ficou entre quatro e quatorze dias, e a
maioria dos estudos analisados relatou a deteccdo do IgM seguida posteriormente do IgG

(POST et al., 2020). Embora diversos estudos tenham demonstraram que os pacientes com
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tumores hematoldgicos tém maior risco de desencadear respostas imunes reduzidas a vacinagao
contra o virus SARS-CoV-2 (ADDEO et al., 2021; EHMSEN et al., 2021; FENDLER et al.,
2021; FENDLER et al., 2022; MAIR et al., 2022; MONIN et al., 2021; PEETERS et al., 2021;
THAKKAR et al., 2021), nao foi encontrada diferenca significativa em relagcdo a produgao de
anticorpos durante a infec¢do aguda, entre os grupos com COVID-19, oncologicos e nao
oncoldgicos nesse estudo. Mais estudos sdo necessarios para avaliagdo dos anticorpos
neutralizantes e para rastrear a duracao dos niveis de anticorpos detectaveis, além de avaliar sua

associacao com imunidade a reinfecgdo, nesse grupo de pacientes.

Tabela 6 — Anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgM e IgG.

Neoplasia e COVID-19

Marar COVID-19  sem Neoplasia
IgM
Reagente n, (%) 5 (33,3%) 10 (66,7%) 0,058
Nao reagente n, (%) 9 (69,2%) 4 (30,8%) 0,058
IgG
Reagente n, (%) 10 (52,9%) 9 (47,4%) 0,686
Nao reagente n, (%) 4 (44,4%) 5 (55,6%) 0,686

Para comparag@o das variaveis foi utilizado o teste de qui-quadrado. (p < 0,05).

IgM: imunoglobulina M; IgG: imunoglobulina G.

5.6 VARIAVEIS CORRELACIONADAS COM O DESFECHO OBITO

As variaveis foram analisadas em correlagdo com o desfecho (6bito/sobrevivéncia)
somente nos pacientes oncologicos com COVID-19. Por meio do teste de U de Mann-Whitney
e teste de ANOVA, as variaveis foram comparadas de acordo com o desfecho nesses pacientes.
Inicialmente foi realizada a comparagdo entre as variaveis de cada tubo e o desfecho,
separadamente, e, posteriormente, as variaveis que apresentaram relagdo significativa com o
desfecho foram submetidas a uma regressao logistica binaria.

Dos 14 pacientes oncoldgicos com COVID-19, quatro pacientes (28,6%) evoluiram a
obito. Trés pacientes evoluiram a 6bito dentro de 30 dias e um paciente evoluiu a 6bito apos 33
dias do diagndstico. As varidveis que apresentaram alteragdo significativa em relacdo ao
desfecho incluiram: linfocitos T DP/mm? (p=0,036), linfocitos T CD8" EMRA (% TCDS8")
(p=0,019), linfécitos T CD8" CD28* CD57 (TCD8") (p=0,006), linfocitos B transicionais/mm?
(p=0,011) e linfécitos B transicionais (% linfocitos B) (p=0,034), linfécitos BM-DN (% de
linfocitos B) (p=0,024), HLA-DR iMO (p=0,014), HLA-DR monocitos (p=0,019), HLA-DR
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cMO (p=0,026) e plaquetas/mm?> (p=0,017). Entretanto, ao submeter essas varidveis a regressio
logistica binaria, o modelo nao foi significativo (p=0,177).

Isso pode ser explicado por se tratar de um N amostral pequeno, ou por se tratar de
uma populacao heterogénea com diferentes tipos e estagios de tumores. Outra hipotese, € que,
além das alteragdes de células imunes circulantes que foram observadas, outras variaveis nao
avaliadas como tipo de neoplasia, estdgio do tumor, presenca de metastases, tipo de tratamento,

possam estar influenciando ainda mais o prognoéstico desses pacientes com COVID-19.

Tabela 7 — Variaveis correlacionadas com o desfecho 6bito.

Variavel Obito Alta/Melhora p
Linfocitos T DP/mm? 5’0‘;’(235’;‘9 - 2’0120(,%50)0 T 0,036
Linfocitos T CD8" EMRA (% 52,36 (48,28 — 20,93 (11,53 — 0.019
TCDS8") 64,29) 71,06) i
Linf6citos T CD8* CD28" CD57 38,67 (34,58— 63,11 (47,69 — 0.006
(TCD8") 53,95) 82,50) i
Linfécitos B transicionais/mm? 9’025 5(,%’83)9 a 0’31(506’?0 B 0,011
Linfocitos B transicionais (% 11,20 (0,88 — 0,28 (0,09 — 0.034
linfocitos B) 20,51) 6,11) i
Linfocitos BM-DN (% de linfécitos 1,53 (0,92 — 3,78 (1,85 — 0.024
B) 2,50) 8,58) i
4466,42 25032,49
HLA-DR iMO (3718,79 — (6050,00 — 0,014
11528,86) 74561,71)
1811,09 7390,10
HLA-DR mondcitos (808,75 — (3738,46 — 0,019
3213,41) 17142,88)
1582,61 6841,50
HLA-DR ¢cMO (346,98 — (2523,58 — 0,026
3153,34) 15988,40)
369500,00 202500,00
Plaquetas/mm? (284000,00 — (33000,00 — 0,017
556000,00) 421000,00)

Analise das variaveis correlacionadas com o desfecho 6bito. As variaveis: Linfocitos T DP/mm?>,
Linfécitos B transicionais/mm?, Linfocitos B transicionais (% linfocitos B) e HLA-DR iMO, foram comparadas
utilizando o teste U de Mann-Whitney. As variaveis: Linfocitos T CD8" EMRA (% TCD8"), Linfécitos T CD8*
CD28" CD57- (TCD8"), Linfocitos BM-DN (% de linfocitos B), HLA-DR monocitos, HLA-DR ¢cMO e
Plaquetas/mm?, foram comparadas utilizando o teste de ANOVA. (p < 0,05).
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6 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que os pacientes oncoldgicos com
COVID-19 apresentaram, em comparacdo com o grupo controle, uma intensa linfopenia,
marcada pela reducdo dos linfocitos T, redugdo da propor¢io de linfocitos T CD4", redugio da
propor¢do e dos valores absolutos de linfocitos T CD8", linfocitos T DP e linfocitos T DN.
Além disso, apresentaram deple¢ao da contagem de linfocitos B e de células NK, assim como
de eosinofilos e basofilos. Também foi observado um aumento de plasmablastos.

Em relacdo aos neutrdfilos, os pacientes oncoldgicos apresentaram aumento da
proporcao de neutréfilos em sangue periférico, que foi evidenciado pelo aumento da relagao
N/L nesses pacientes. Também foi observado um aumento da expressao de CD62L nos
neutrofilos. Alteragdes no compartimento monocitico também foram observadas. Os pacientes
oncoldgicos apresentaram uma expressiva diminui¢do dos ncMO, ademais, apresentaram
diminuicdo da expressao de HLA-DR nos cMO e ncMO. Além da redugdo substancial de
células dendriticas, os pacientes oncologicos apresentaram alteragdes no compartimento das
DCs, com redugdo de pDCs e aumento de mDCs. Também foram observadas concentragdes
plasmaticas elevadas de IL-12p70, IL-6 e IL-10, e, em contrapartida, concentragdes diminuidas
de IL-17A e o6xido nitrico nos pacientes com neoplasias malignas quando comparados aos
pacientes do grupo controle.

Em comparagdo com o grupo de pacientes com COVID-19 sem neoplasias, os pacientes
oncoldgicos com COVID-19 apresentaram contagens absolutas de linfécitos totais, linfocitos
T, linfécitos T CD4", linfocitos T DN e de linfécitos B significativamente mais reduzidas.
Contagens absolutas de linfocitos T CD4" EM e de linfocitos T CD4+ CD28+ também estavam
mais reduzidas nos pacientes oncoldgicos em comparagdo com o grupo sem neoplasia com
COVID-19. Os pacientes sem neoplasias com COVID-19 apresentaram valores relativos
reduzidos de Treg total dentro do compartimento dos linfocitos T CD4*, em comparagdo com
os pacientes oncologicos. Foi observado ainda, uma propor¢do de linfocitos T CD8" CD25"
significativamente maior nos pacientes com neoplasias. J& em relagdo aos linfocitos B, os
pacientes oncoldgicos apresentaram valores absolutos mais reduzidos de linfocitos BN, BM-
CS e BM-DN, em comparacao com os pacientes sem neoplasias com COVID-19. Os valores
absolutos de células dendriticas também se apresentaram mais reduzidos nos pacientes
oncoldgicos.

Os resultados obtidos indicam que os pacientes oncologicos com COVID-19

apresentam uma resposta imune mais severamente desregulada. Embora apresentem uma
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resposta de citocinas pro-inflamatérias, com elevacdo de IL-6 e IL-12p70, os pacientes
apresentam um quadro de imunossupressao caracterizado pela intensa linfopenia e reducdo de
células dendriticas, diminui¢do da expressao de HLA-DR nos monocitos, além do aumento de
linfocitos T CD4+ ¢ T CD8+ CD25+ e concentragdes elevadas de IL-10.

Sendo assim, conclui-se que o comprometimento desencadeado no sistema imune pelo
SARS-CoV-2 em pacientes portadores de neoplasias malignas, ja debilitado pelo cancer,
potencializa ainda mais a disfun¢do imune, o que leva a gravidade da COVID-19 nesses

pacientes.
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7 LIMITACOES DO ESTUDO

As amostras nao foram coletadas na mesma contagem de dias da doenga e os pacientes
internados estavam em tratamento com diferentes medicagdes, o que pode alterar o perfil imune
nesses pacientes.

A andlise das citocinas plasmaticas foi realizada em sete das quatorze amostras dos

pacientes oncologicos, devido a problemas na estabilidade das aliquotas.

8 PERSPECTIVAS

Avaliar as populacdes celulares circulantes em sangue periférico, as citocinas
plasmaticas ¢ mediadores inflamatérios, em pacientes com cancer sem infec¢ao pelo virus

SARS-CoV-2 e comparar essas variaveis com os pacientes com cancer e COVID-19.
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APENDICE A - Anilise das células imunes circulantes em sangue periférico por

Analise do Tubo 1

citometria de fluxo.

o Neoplasia e COVID-19
Varidvel SoRte COVID-19 sem Neoplasia
6315,00 7470,00 9165,00
Leucdcitos/ mm3 (4670,00 — (490,00 — (4520,00 — 0,042
9620,00)a  48510,00)ab  20400,00) b
, " 60,94 (44,42 - 83,34 (14,71- 75,00 (58,39 -
[}
Neutrofilos (%leucocitos) 7725)a 96,56) b 92.27) b <0,001
3845,10 5266,07 6286,13
Neutréfilos/mm3 (2328,59 - (125,29 - (3094,16 - 0,005
632034)a  46166,96)ab  17583,78)b
" 731 (4,45 - 3,71 (0,10 - 6,54 (3,48 -
0,
Mondcitos (%Le) 11,14)a 10,58 ) b 9,55) a.b 0,003
" 454,46 (283,00 383,78 (1822 532,44 (276,20
Montcitos/mm3 -948,01) 1149670 ) 14451y 104
. 1,94 (0,36— 0,13 (0,00 — 0,61 (0,05 —
o,
Eosinofilos (%Le) 8.70) a 789) b 3.94) b 0,001
. 107,70 (22,03 10,44 (0,00 - 56,52 (3,92 -
Eosindfilos/mm3 - 544,62) a 937,05) b 678460 00!
, 0,60 (0.25— 0,21 (0,01 - 0,19 (0,01 -
0,
Basofilos (%Le) 136)a 1.55) b 0.61) b <0,001
, 38,34(15,30- 8,50 (0,50 - 13,64 (0,48 -
Basfilos/mm3 86,76) a 431,73) b 50,77) b 0,001
2020,00 1005,00 1735,00
Linfécitos totais/mm3 (1358,00 — (310,00 — (330,00  <0,001
3350,00) a 1600,00) b 3710,00) a
. . 27,65 (12,14~ 6,05 (0,33 - 18,06 (2,28 -
o > > )
Linfocitos totais (%Le) 45.25) a 7431) b 34.52) b 0,002
. 1547 (8,84-  390(0,22— 12,72 (1,41 -
[ B
Linfo T (%Le) 34,69) a 60,27) b 23,07) ab 0,017
1006,93
. ’ 572,01 (11,02 952,81 (160,74
Linfo T/mm3 (643,89 - ’ : ’ ’ 0,001
2133.43) & -1276,08) b -2325,96)
. 9,39 (4,15 - 2,43 (0,08 - 8,53 (0,80 —
0
Linfo TCD4 (%Le) 19,55 ) 32,77) 12,51) 0,075
. 609,90 (341,96 338,63 (4,00 - 657,85 (90,88 -
Linfo TCDA4/mm3 -1550,09)a  713,09)b 243,12 09
. 5,08 (2,36 - 137 (0,12 - 3,29 (0,52 —
0
Linfo TCD8 (%Le) 13,65) a 2725)b 11,69 ab 200
. 334,52 (150,56 181,88 (6,01 - 225,80 (59,64 -
Linfo TCD8/mm3 -839.47) 484.28) b 1178.85)ab %001
. 0,83(0,07— 0,11 (0,00 — 0,24 (0,05 —
0
Linfo T GD (%Le) 2,66) a 3.70) b 0.82) b <0,001
. 59,26 (4,06 - 11,61 (0,00— 34,00 (5,68 -
Linfo T GD/mm3 153,48) a 79,18) b 75,60) b <0,001
. 0,11 (0,04— 0,03 (0,00 0,07 (0,01 —
[
Linfo T DP (%Le) 1.10)a 0.29) b 0.33)ab 0,011
. 6,47 (2,49 - 2,71 (0,00 - 5,34 (0,78 -
Linfo T DP/mm3 71,06) a 10,85) b 41,82) ab 0,001




Analise do Tubo 2

Linfo T DN (%Le) 0, 101’2(230: B O’O(i 5(%0]30 B 0’8’2%)’2;_ 0,033
Linfo T DN/mm3 6?%11)95 -3 ’;%3(2)’%0 - 93737516)7 o7 o001
T T
T L T
Linfo B mad (%Le) 2’66%0(5305 - 0’436,2(?5%0 - 2’351’9(23235 - <0001
T T L L
Plasmablasts (%Lc) 0’%%0(60 ,)o;) - 0’006,7(%%0 - 0’006’ 5(830b1 ~ 0,001
Plasmablasts/mm3 1’241’9(3)’(;0 ) 37’2_?22(;’21_ 6’21235%’)78 T <0,001
oo T S G
o G T
NK 56++ (%Le) 0, l(i 5(230312 - O’O(i 3(2(;)50b0 - 0’007’ 1(%0b1 = 0,005
NK CD56++/mm3 9’8381%62)3 ) 4’154852’3(;0 ) 8’2117(’(2)’27)3 B 0,194
NKT (%Le) 0’81(209’59 - 0’529((%;‘))1 - 0’623((?5’;7 T 0314
G G T
Relagiio TCD4/TCDS 1’61(103’;7 - 1’5‘;’(%6 - 23 Lf&;o T 0364
e G GR  G
Moncitos CD56+ 5’3(2)’(116’)12 - 14’923%7(2)’%3 - 124,:;5, 1(52)’%7 "~ 0,001
Variavel Controle lzgslﬁiij ; se(fnoxrg)l)pi;sgia P
TCD4 N (%TCD4+) 28’6;)5(’;})29 - 33=3991 ’(331’;3 - 25’22’(311’;1 T 0,098
T G IS
TCD4 CM (%TCD4+) 40’027(’5;’)48 -3 5’29&(9054 - 37’061’(23’5 T 0244
s T s st
TCD4 EM (%TCD4+) 26’5595€17‘;305 - 24’(;72,(106())8 - 26’6618%’)13 T 0,502
T A
TCD4 EMRA (%TCD4+) > 55102)63 - 81%{ 2(71)"21; 1 ’3946’ 1(2)’51)1 0,032
TCD4 EMRA/mm3 26,1 4(;’64)6 B 16’7773’(2050 B 60’22050(’38’60)3 T 0,069
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Analise do Tubo 3

2133 (873~ 22,99 (402— 1641 (429
0, b b 9 b 9 b
TCD$ N (%TCD8+) ot S e 0,285
8457 (32,78~ 31,76 (0,62— 44,69 (2,78 —
TCD8 N/mm3 45231)a 135,98) b 26695 001
13,05 (@37— 11,50 (020— 7,36 (2,20 —
0,
TCD8 CM (%TCD8+) o o e 0,227
4871 (1501 — 1462 (081— 18,53 (325
TCD8 CM/mm3 208,94) a 91,14) b 19757)b 0001
3133 (8,60~ 27,07 (0,04— 36,63 (11,28~
0,
TCD8 EM (%TCD8+) R 5o P 0,357
116,91 (29,54 33,18 (0,16— 81,18 (24,40 —
TCD8 EM/mm3 _340,18) a 232,06) b 45038)ab 0001
30,60 (591 — 3533 (11,53 — 37,63 (13,05 —
0,
TCD8 EMRA (%TCDS8+) P 06, 30 0.512
127,51 32,89 S111(1L,19— 94,19 (27,67
TCD8 EMRA/mm3 ~344,68) a 289.55) b 32635)ap 007
745303 1045122~ 6,65 (4,10
0,
TCD4 DR+ (%TCDA4+) e ) 1739) 0,509
56,70 (21,23 — 27,94 (1,05— 39,65 (14.46—
TCD4 DR+/mm3 351,97) a 132,83) b 13873)ap 018
19,09 (6,10— 27,18 (830— 20,32 (7,37 —
0,
TCDS DR+ (%TCD8+) o S ) 0,227
79.60 (2125~ 41,62 (329 56,12 (13,12
TCD8 DR+/mm3 277,68) a 146,44) b 26134)ab 023
. 70,04 (33,45~ 87,61 (5.95— 62,63 (8,45
Monocitos CD62L+ 86.55) 98,04) 96,72) 0,094
, 69,69 (32,76 — 94,04 (4221 — 75,46 (41,26
Neutrofilos CD62L+ 9331)a 99.47) b 98.75) a.b 0,001
- Neoplasia e COVID-19
Variavel CURUDI COVID-19 sem neoplasia P
TCD4 CD28+CDS7- (% 9735 (32,12~ 9352(68.13— 9321 (1887~ o
TCD4+) 99,04) 99,08) 99.70) ’
TCD4 CD28+CD57- 665.60 (40245 327,03 (3,74~ 56826 (1434~ _
mm3 “117746)a  696,98) b 1171,51) a ’
TCD4CD28-CD57- (% 264006 330001 161(0.05— o
TCD4+4) 47.88) 9,97) 15,16) ’
TCD4 CD28-CD57- 2024042— 709001 917002~ oo
/mm3 767,66) a 60,11) b 132,05) b ’
TCD4 CD28-CD57+ (% 208003~ 263 (001~ 3920021~ o
TCD4+4) 45,60) 21,90) 19,67) ’
TCD4 CD28- 1733021~ 722001 2L78(8T—
CD57+/mm3 731,10) 132,05) 143,05) ’
TCDS CD28+CD57- (% 6361 (3771~ 5536 (34,58~ 6119421~
TCDS$+) 89.46) 82.50) 87,86 ) ’
TCD8 CD28+CD57- 22768 (13661 10626 (495~ 162,55 (1443~ _
mm3 —650,85) a 272.50) b 627,38 ) b ’
TCDR CD28-CD57- (% 3638 (1054~ 1404(0.11- 1140014~ _
TCDS$+) 62.29) a 44.74) b 53.87) b ’
TCD8 CD28-CD57- I8143(3620 1834023~ 2682031~ _
/mm3 49472 a 182,30) b 246,49) b ’
TCDS CD28-CD37+ (% 2030 (3,03~ 24.67(0.83~ 2424266
TCDS$+) 47,86) 55,11) 52,57) >
TCDS CD28- 83.92(12.92-  3588(034 -  4487(59%8 -
CD57+/mm3 366,00 ) a 135,84) b 304,97) ab ’
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Analise do Tubo 4

Variavel Controle lztggllagi_z;;: se?non‘g)l)pi;sgia P
Treg total (%TCD4+) 3’565’3(;3532’ 5,2(;’(101,)5? 1’677’2(354: ~ 0,005
e (s e
Treg N (%TCD4+) 1’233’ 1(?32;* 1§01%8(3())’2i‘b* 0’226,2(%0; T 0,003
Treg M (%TCD4+) 2’025’(207?5* 2’630(’(9);‘1)1* 1’316’%;‘2* 0,128
s RS RO,
CD4+ CD25+ (%TCD4+) 7’?(9)’(549’)32‘ 10§676,41(gi9b1 - 7§97?4(73)’2(’)b‘ 0,028
CD4+ CD25+ /mm3 51’31325;9’?8_ 38’25996€(2)’76)3_ 41’2682855’72)4 0,724
CD8+ CD25+ (%TCD8+) 1’670’8(832:‘ 18’9177’9(2516‘ 0’3';”%)1;‘ 0,002
CD8+ CD25+ /mm3 5’4j7€;’5‘5)5_ 13’26(}7(’%6_ 0’353?6’;;_ 0,067

Analise do Tubo 5

Variavel Controle lée(()){)]llzgi_zi;e se(l':nor:g)l)p;;sgia P
Pré-CG/naive 59’3887%2’)27‘ 52’%52,(4958‘ 66’935(’%2’)99‘ 0.453
Pré-CG/naive/mm3 1524‘9‘;(9‘;(;’29 681’2?’(509’)93_ 1093’22’(1201)’53_ 0,001
Naive 55,250(;2,)257 51,1779’(9941())87 57,6860(’?;3,)007 0474
S [ {1 L
Transicional 5’?;’(911’)8 z - 0’2(8),(501’;) i - 4172?1(60)":1?{ 0,014
Transicional/mm3 12’6591’2(%0&6 B 0’22’(7%;) g - 8;;%’2(’); <0,001
T
s N R e
e A T
oo T G
T
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Analise do Tubo 6

0,63 (0,00 — 13,53 (0,51 - 3,41 (0,33 -
Plasmablastos 3,8(4) a 46,0(2) b 19,52) b <0,001
1,74 (0,00 — 4,28 (0,31 - 6,16 (0,51 —
Plasmablastos/mm3 12,;0 )a 108,2(31) ab 40’(23) b 0,012
. r Neoplasia e COVID-19
VETRERT Clilts CO{)’ID-19 sem neoplasia
Neutréfilos mad (%Le) 55,79 (39,57 - 73,75(14,83 — 68,06 (49,06 — 0.001
72,87) a 98,16) b 88,96) b ’
Neutrofilos mad/mm3 3525,95 5217,33 5650,88
(2186,26 - (112,25 - (2715,61 - 0,004
6169,30) a 35877,99) a.b 14996,04) b
Neutréfilos imat (%Le) 0,13(0,02—  027(0,01 — 0,42 (0,02 - 0.007
0,68) a 20,11) a,b 5,98) b ’
Neutréfilos imat/mm3 872(122~ 1502044~ 37.07(151- o
56,03) a 9755,36) a,b 1219,92) b ’
Basofilos (%Le) 0,61(0,23— 0,20 (0,00 — 023(0,00— o
127)a 1,81)b 0,64) b ’
Basofilos/mm3 41,58 (14,07 — 6,00 (0,00 — 16,42 (0,00 — 0.047
81,02) 446,29) 91,80) ’
Neutro maduro %neutro 99,78 (99,06 — 99,49 (78,63 — 99,35 (92,47 — 0.005
99.95) a 99,99) a,b 99.97) b ’
Neutro imaturo %neutro 0,22 (0,05 — 0,51 (0,01 — 0,64 (0,03 — 0.005
0,94) a 21,37) a,b 7,53) b ’
mono total % 6,94 (3,76 — 3,50 (0,29 — 7,44 (4,40 — 0.002
9,69) a,b 10,45) a 8,77) b ’
mono total / mm3 441,65 583,56
(281,44 — 49?;?979(;5365 (363.07- 0,009
739,95) a ’ 1750,32) b
cMO % 5,75 (3,16 — 3,41 (0,23 — 6,64 (4,11 — 0.004
8,67) a,b 9,59) a 7,88) b ’
¢MO %mono 84,63 (75,59 — 89,47 (75,60 — 89,73 (82,66 — 0.010
92,42) a 98,03) a,b 97,83) b ’
cMO/mms3 23365’0191 33579 (15,82 514,88 (32403
283,(’)9 )_a —1376,16) a —1578,96) b ’
iMO % 0,39 (0,22 — 0,15 (0,03 — 0,48 (0,15 — 0.085
0,68) 1,16) 1,03) ’
iMO %mono 5,56 (3,61 — 8,30 (1,54 — 6,62 (2,14 — 0.590
9,22) 16,83) 12,16) ’
iMO/mm3 26,09 (14,23 — 18,27 (0,29 — 35,19 (18,09 — 0.133
41,32) 114,80) 177,36) ’
ncMO % 0,60 (0,19 — 0,04 (0,00 — 0,11 (0,00 — <0.001
1,25)a 0,38) b 0,82) b i
ncMO %mono 9,23 (2,07 - 1,61 (0,00 — 1,69 (0,03 — <0.001
17,47) a 19,64) b 10,31) b i
ncMO/mm3 37,73 (15,65—- 6,42 (0,00 — 10,75 (0,00 — <0.001
80,09) a 31,73) b 57,45) b i
TIMAS % 1,00 (0,46 — 0,24 (0,03 — 0,82 (0,16 — 0.001
1,86) a 1,54) b 1,31) a,b ’
TIMAS % MONO 15,37 (7,58 - 10,53 (1,97 - 10,26 (2,17 - 0.010
2441)a 24,40) a,b 17,34) b ’
TIMAS MM3 64,43 (34,74 - 29,21 (0,44 - 44,09 (18,79 — 0.029
112,60) a 123,41) b 222,13) a,b g
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HLA-DR Mono (10137,13 (5028,99 (8975,39
(3099,94 - (808,75 - (1205,99 - 0,060
27788,00) 17142,88) 35106,90)
HLA-DR cMos 9852,00 4573,73 8597,20
(2701,23 - (346,98 - (1084,96 - 0,010
18734,22)a  15988,40)b  34220,07) a,b
HLA-DR iMos 20547,49 13854,43 16011,43
(4095,82 - (3718,79 - (3096,65 - 0,416
42651,44) 74561,71) 62022,56)
HLA-DR ncMos 13054,77 5915,94 10889,37
(559731 - (2176,32 - (1528,39 - 0,026
29060,58)a  3410744)b  26181,12) a,b
HLA-DR TIMAS 15824,14 8390,55 15240,65
(6289,47 - (3880,20 - (2937,77 - 0,449
29529,78) 74561,71) 39602,03)
HLA-DR 1I/C 2,11(0,70— 3,67 (1,05 L83(081— )
3,76) ab 15,42) a 3,80) b :
HLA-DR NC/C 143(0,90— 1,93 (0,00 — 135076— .
2,52) 11,09) 3,42) :
HLA-DR TIMAS/C 1,67 (1,07— 3,00 (0,77 — 169(082— o
2,78) 15,42) 3,78) :
DC total % 031(0,16—  002(001— 015001~ _ o
0,62) a 0,67) b 0,37) b ’
DC total / mm3 1982(1035—  337(039-  1356(097- o0
39,12) a 14,33) b 4221)a ’
mDC % 021(0,11— 002001  010(001- _
0,56) a 0,57) b 0,32) b ’
mDC %DC 7037 (4542~ 8683 (39,58~ 81,59 (5551—
90,00) a 100,00) b 97,27) b :
mDC/mm3 BI7(701-  283039-  919097-  _ 0,
3533)a 12,19) b 33,47)a ’
pDC % 0,09(0,04—  0,00(0,00— 0020000~ _, o
0,18)a 021)b 0,09) b ’
pDC %DC 29,63(10,00— 13,16(000— 1841 273— o
54,58) a 60,42) b 44,07) b :
pDC/mm3 590289~ 0,00(0,00—  274(0,00—  _ o
10,57) a 8,35) b 9,12) b ’
mDC/pDC 2,37 (0,83- 573(0.65—  445(125— o
9,00) a 28,23) a,b 35,63) b :
pDC/mDC 042(0,1T— 015000~  022002— 0,
1,20) a 1,52) b 0,79) b :
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Saude

Departamento de Analises Clinicas

Campus Universitario - Florianopolis, SC, 88049-000, Brasil

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-lo a participar do projeto de pesquisa intitulado: Resposta
Imune Dos Pacientes Infectados Pelo Sars-Cov-2, Um Estudo De Coorte conduzido pela
Prof* Dr* Maria Claudia Santos da Silva da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Antes de decidir se deseja participar, ¢ importante que o(a) Senhor(a) entenda por que esta
pesquisa sera feita. Por favor, leia com atengao as informagdes a seguir para que a decisao sobre
a sua participacao possa ser uma decisao bem informada. Este termo de consentimento livre e
esclarecido cumpre as exigéncias contidas na Resolugao CNS n°466/12.

QUAL A JUSTIFICATIVA E OBJETIVO DESTE ESTUDO?

A doenca COVID-19 ¢ uma infec¢do que ocorre nos pulmoes e ¢ causada pelo novo
coronavirus, chamado de SARS-CoV-2. Enquanto que a maioria das pessoas com COVID-19
apresenta apenas a forma leve da doenga, uma parcela desenvolve uma doenga respiratoria
grave. Acredita-se que o aumento da gravidade da COVID-19, bem como o bloqueio do seu
desenvolvimento esteja relacionada a prote¢do individual da pessoa infectada. Sabe-se que o
coronavirus descontrola a proteg¢do contra o virus, o que pode atrasar a produgdo de anticorpos
(defesa) contra o virus e levar a piora da doenga, que pode atingir varios drgaos, principalmente
os pulmdes. Além disso, ndo se sabe até o momento se os anticorpos (defesa) produzidos contra
o coronavirus pelos infectados ¢ capaz de evitar novas infec¢des. Dessa forma, a realizagdo de
estudos para acompanhar e avaliar as mudangas que naturalmente acontecerdo na resposta de
pacientes com COVID-19 com o passar do tempo podera auxiliar no entendimento de como a
doenca se desenvolve, o que pode auxiliar no tratamento dos pacientes. Diante disso, o objetivo
do presente estudo € investigar o comportamento da resposta imune em pacientes com COVID-
19 quando aparece a doencga, e depois, apds 2, 6 e 12 meses, para ver se as mudancas de
comportamento nessa resposta podem auxiliar na determinacao da gravidade da doenca.

QUALIS OS PROCEDIMENTOS DESTE ESTUDO?

Apbs o(a) Senhor(a) concordar em participar do estudo e assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), serdao coletados tubos de seu sangue. Além disso,
o(a) Senhor(a) sera contatado depois de 2, 6 e 12 meses pelos pesquisadores para realizar novas
coletas de sangue e realizagdo de exames. Sempre que possivel, essas coletas de sangue serao
realizadas com outras que o(a) Senhor(a) tenha que realizar devido a infec¢ao por coronavirus.
Ap0s a coleta dos tubos de sangue, eles serdo encaminhados ao laboratério de pesquisa, onde o
sangue sera utilizado para realizar os testes que avaliam algumas células ou proteinas
envolvidas na resposta do seu sistema imune. Adicionalmente, sera consultado o seu prontuério
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médico para coletarmos outras informacdes de interesse para o estudo, como resultados de
exames de laboratorio e tomografia computadorizada de térax.

EU TENHO QUE PARTICIPAR? QUAIS SAO OS BENEFiCIOS ESPERADOS
COM A PESQUISA?

Cabe ao Senhor(a) decidir se ira ou nao participar. Mesmo que o(a) Senhor(a) nao
queira participar do estudo, isso ndo afetara de maneira nenhuma o padrao de cuidados que o(a)
Senhor(a) receberd. Se decidir participar, o(a) Senhor(a) precisa assinar este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Mesmo ap0s ter assinado, ¢ garantida a liberdade
da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo para o(a) Senhor(a). Duas vias deste documento serdo rubricadas e assinadas
pelo(a) Senhor(a) e pelo pesquisador. Guarde cuidadosamente a sua via, pois ¢ um documento
que traz importantes informagdes de contato e garante os seus direitos como participante da
pesquisa. Pode ser que o(a) Senhor(a) ndo tenha nenhum beneficio direto com o estudo. No
entanto, com a conclusdo deste trabalho, espera-se identificar exames de laboratério que
auxiliem a determinar o progndstico de pessoas com COVID-19, e compreender melhor a
dindmica da resposta imune ao coronavirus. Acredita-se que tal conhecimento auxiliard na
forma como os médicos tratardo futuros pacientes, bem como facilitard ao governo brasileiro
na tomada de decisdes em politicas publicas relacionadas a COVID-19.

EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM A
PARTICIPACAO?

Nao existem riscos importantes relacionados, pode ocorrer apenas com o0s
procedimentos de coleta de sangue. No entanto, estes riscos serdo potencialmente reduzidos
pelos pesquisadores: a coleta de sangue sera realizada em ambiente adequado e por equipe
treinada. A equipe estara presente durante os procedimentos de coleta e tomard todos os
cuidados necessarios para que o (a) Senhor(a) tenha o minimo de desconforto, apesar disto,
podera haver a possibilidade de formagdo de hematoma (manchas escuras) e sensagao dolorosa
no local da coleta. Se isso acontecer, a equipe tomara as medidas necessarias para diminuir este
desconforto. Serd assegurado o direito do(a) Senhor(a) ndo responder a qualquer pergunta se
achar que ela é¢ muito pessoal ou se sentir desconfortavel em falar. Os dados/resultados obtidos
serdo armazenados codificados e manuseados com todo cuidado somente pelos pesquisadores
para reduzir o risco de quebra de sigilo.

O QUE ACONTECERA COM AS INFORMACOES DESTA PESQUISA E
COMO OS MEUS DADOS PESSOAIS SERAO UTILIZADOS?

As informagdes obtidas serdo mantidas em sigilo e utilizadas exclusivamente para os
fins desta pesquisa. Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou
revistas cientificas. Seu anonimato sera mantido quando da divulgacao dos resultados nos meios
cientificos, pois os dados apresentados nao incluirdo nomes de pessoas, ou seja, apenas
divulgaremos resultados obtidos como um todo. O(a) Senhor(a) podera solicitar informacdes
durante todas as fases da pesquisa, inclusive ap6s a publicacdo da mesma.
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QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Nao ha despesas previstas para o(a) Senhor(a) em qualquer fase do estudo. Conforme
previsto pelas normas brasileiras de pesquisa com a participagdo de seres humanos, o(a)
Senhor(a) nao receberd nenhum tipo de compensacdo financeira pela sua participagdo neste
estudo. Caso alguma despesa extraordinaria associada a pesquisa venha a ocorrer, o(a)
Senhor(a) sera ressarcido(a). Em qualquer momento, se sofrer algum dano comprovadamente
decorrente desta pesquisa, o(a) Senhor(a) tera direito a indenizagao.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR DE MAIS
INFORMACOES?

Os pesquisadores sdo pessoas com quem vocé deve contar, no caso de dividas sobre
o estudo ou sobre os seus direitos como participante. Quaisquer informagdes adicionais sobre
a pesquisa, em qualquer momento, poderdo ser solicitadas a Prof* Dr* Maria Claudia Santos da
Silva, do Departamento de Analises Clinicas do Centro de Ciéncias da Saude da UFSC
(ACL/CCS/UFSC). A sua sala fica localizada no 2° piso do Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC/EBSERH), ao lado do Nucleo Desenvolver - CEP
88040-970 - Florianopolis — SC. Seus dados de contato sdo: (48) 37212071; e-mail:
maria.claudia.silva@ufsc.br.

Em caso de duvidas relacionadas aos procedimentos éticos da pesquisa, favor entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH). O CEPSH ¢
um oOrgdo colegiado interdisciplinar, deliberativo, consultivo e educativo, vinculado a
Universidade Federal de Santa Catarina, mas independente na tomada de decisdes, criado para
defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Dados para contato com
o CEPSH-UFSC: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - Universidade Federal
de Santa Catarina - Prédio Reitoria II - Rua: Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 401,
Trindade, Floriandpolis/SC - CEP: 88.040-400 - Contato: (48) 3721-6094 ou
cep.propesq@contato.ufsc.br

Segue abaixo os termos da declara¢io para poder participar do estudo:

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo “Resposta Imune Dos
Pacientes Infectados Pelo Sars-Cov-2, Um Estudo De Coorte”.

Eu discuti com os pesquisadores responsaveis sobre a minha decisdo em participar neste
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo ¢ isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar, caso seja necesséario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento: antes ou
durante o mesmo, sem penalidades, prejuizo, perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.
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Nome do participante/CPF Assinatura Data

ou

Responsavel legal/CPF Assinatura Data

Responsavel pelo estudo/CPF Assinatura Data
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APENDICE C — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADOE DO PROJETO DE PESOUISA
Titwlo da Pesquisac RESPOETA IMUNE DDE PACIENTES INFECTADOS PELD SARS-CoW-2, UM

ESTUDO DE COORTE
Pesquisador: Mana Claudia Santos da Sika
HAurpa Tematica:
Vorsdo: 2
CAAE: 31134830 1.0000.0121

Instiuicdo Proponente: Unirersidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamenio Priprio

DADDE DO PARECER
Numero do Parecer- 4 085 8%

Apresentacéo do Projetoc

Trata-s= de projelo de pesquisa de grupo de pesquisadores, nda apresentado como proposta de bese,
disseriagda ou TCC, sob coordenacho da professora Marica Cliudia Sanios da Silva do Departamento de
Andises Clincas/CCSUFSC. Estudo de coorte prospectiva, com 300 participanes.

Critérios de inclusdor individuos com 18 anos ou mais, com suspeita de COVID=19, no pericdo de agosio de
2020 & julho de 2021, & gue assinaram 20 berma de consentimentio live & esclareoda (TCLE).

Criténics de exclusho: pestantes, pacienies vivendo com HIY e padenies onoolégicos.

Inb=rvengies: Coleta de amosiras de sangue, questiondno & consulta a promudrios.

Objetive da Posquisa:

Objetivo Primério:; insesSgar, por meo de um sstudo de coorte, o comportamento das. céiulas droulanies do
sisiema imune, dos anboorpos especificos anti-SARS-CoV-2, das ctodras plasmaticas & dos mediadores
inflamatirios como biomancadores. de progndstioo em individucs infectados por SARE-Cav.2.

Objetiva Secundano: a. fvaliar por até 12 meses, em individuas infectados por SARS-Co'V.Z, os

Erdanece:  Urrsrid il Fodoral S Sanls Catarna, Praces Ao 1|, B Dasernbarsddor Yk Lo, o 250 sl 407
Bairre: Trirndeda CEP:  ER0S0-300

UF: 5 Menicipin: FLORGROPOUS

Talalorm: [LEETT S0 E-mail: map propmasgicoetn obe: e



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC
‘Confirumcic do Farecer: 4053 833

seguintes pardmetos: - As freguéncias absolutas e relalivas de populagiess celulares circulantes em sangus
periférico, tais como subtipos de células T, B e MK, células dendriticas |DCs), mondatos & neutrdfilos; As
concentragtes plasmdbicas de otodras como IL-1, IL-2, IL-4, IL-§, IL-8, IL-10, IL-12 pT, IL-174, IFN- 2 THF
«; = i concentragSes dos anticorpos an®-SARS-Cal-2 IgM, IgG e Igh no plasma; - O comparfamenta da
carga viral de SARS-Caol-2;- As concenirapies de deido nitnoo (NOx) & a atividade de mislopenxidass
[MPO) plasmadticos. b.Investigar as possiveis correlagies ente as populagles celulares no sangue
cinculanbe, as ciocinas plasmaticas, a canga viral, a produgho de anticorpas especificos, os mediadares
inflamabdrnics & demais exames laboraloriais nos grupos invesSgadas. o Verificar se hd associaglo entre
cada uma das andlises labortonais propasias antenormente com o desfecho clinico dos pacientes ac longa
do estudo.

Avaliagho dos Riscos o Beneficios:

Andlize adequada dos riscos & beneficios.

Riscos: Mao existem riscos importanies relacionados ao0s pacienles, pode ooorrer apenas com os
procedimentas de coleta de sangue. Mo entanto, estes risoos serdo pobencialmente reduridos pelos
pesquisadores: a coleta de sangue serd realizada em ambiente adequado & por equipe reinada. & eqguips
estard pressnte durante os procedimenics de coleta & tomard todos os cuidados necessdrics para que o
paciente benhia 0 minima de desconforio, apesar disso, poderd haver a possibilidade de formagdo de
hematoma {manchas escuras) e sensacio dolorosa no local da coleta. Se isso aconteosr, a equipe fomard
as medidas necessarias para diminuir esie desconforto. Serd assegurado o direito do pacienie ndo
responder 2 gualquer pergunta se achar que sia & muita pessoal ou se sentir desconfortdved em falar. Os
dadosiresultados oblidos s=rdo armazenados oodificados & manuseados com fodo cuidado somente peios
pesquisadores para reduzic o nsco de quebra de sigila.

Beneficcs: O partiopante ndo ferd um benefico direlo com o estuda. Mo erfanto, com a conclusio deste
trabalho, espera-se identificar exames de (aboralrio que auxiliem a determinar o progndstico de pesscas
com C00I0=19, & compreender melhor a dindmica da resposta imune ao coronavinus. Acredita-se gue tal
conhecimanta aumliard na forma como os médicos atardo fuluwes pacentes, bBam coma facilitard aa
governa brasileio na iomada de decisdes em paoliticas poblicas reladonadas & COVID=19.

Comentinios e Consideragbes sobre a Pesquisac
Sem comentanios adicionais.

Ersareca: Liaieiaadick Fidirsl Sa Sl Calain, Preds Rutons ), B Dasembesgeder Yikel Lame, i® 232, sk 401

Baireo:  Trirdics CEF: 58040350
P 55 Muenicipin:  FL OflasOPOLS
Tabalorm: o80T i E-mail: wp propsgiEcotetn ube e

FlgL 0 5 £
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC

Consideragbes sobre os Termos de apresentacdo obrigataria:
Folha de mosho assinada pela pesguisadora responsdvel & peio diretor do CCSAFSE.

Comiinucic do Farsoer: £0353 133

Cansta aulorizagho institucional, nos termos da resolugho 46612, assinada pela Gerente de Ensino =
Pesquisa/HLNVUFSGERSERH.

Foram apresentados os insirumenios para coleta dos padenies e dos pronhsnios.
0 TCLE foi reajustado & contemnpla o5 ilens obngatdnos da resolucho 465/12.

Recomendagbes:
Mo had.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtas:
Todas as pendénoas & inadequagies foram resolvidas, encaminhasse o projsto para aprovagio.
Consideragdes Finals a critério do CEP-

Este parecer fol elaborade bascado nos documentos abaixo relacicnados:

Tipo Documesio | Arquiea Frstagem Autor BT
Informaphes Basicas |PE IMDRMQE‘EE BASICAS DO P | o200 Acefin
do Projesa |REEIET{:- |54!-Eﬂ2% 171106

tros naria_coleta_dadcs. [ ZGZ0 |Mana Ghuca ACEfD

1RA03T  |da Siva I
TCLE ! Termos de | TOLE _peojeto_covid_revisada.pdf ZH052020 |Mana Claudia Sanios| Acefo
Aszentimenio / 170803  |da Siva
Justificativa de
Ausinoa
Cutros Respostas_pendencias_assinado pdf ZT08M2020 |Mara Cliuda Sanios| Acefio
Folna de Hosto ACeCeinors. pol %muﬂa Zanios| ACERD
13:88:11  |da Siva
Dedaracio de Ciencia_lmsshscan pdf 25042020 |Mana Chudia Sanios] Acefio
ﬁ_ﬂbﬂﬂil‘nﬂuf rn_[:lﬂ.adn_ﬁrh:_sn'l_cnfr:ﬂm M&rmuﬂaﬁm ACefio
Brochura ento_COWID_18 pdf 11:42:36 |da Siva |
Irvvesti gador
E [ F S Sanls Catasn, Prade Ruatom I, B Daddrnbesged YWikes Lirma, 1° 222, adle 401
Bairea:  Trirehick CiEF: 88040300
UF: 5C Municipia: FLORLAROPOLIS
Talaform: (L8080 E-mall: Sip pops sopeantun b br

Fugasid s i
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

SAMTA CATARIMA - UFSC w«m

‘Contrancia oo Farscer: S350 033

Situacso do Parecer:

Mgprovado

HNocessita Apreciacio da CONEP:
Mao

FLORIANOPOLIS, 31 de Maio de 2020

Azssinado por:
Maria Luba Bazzo
[Coordenadorial]

Endarepn:  Uinheiadic Pl e Senls Cataine, P Ritoss I, R Dessmbargede Wik Lirma, i® 232 Gils 401
Bairrn:  Trirdada G ER 40300

P: 5 Menicipin:  FLORSROPOLIS

Talelore:  josrT-Sieg E-mail: swp propsyScoisty ube: br

Fagas i & 04
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HOSPITAL GOVERNADOR
CELSO RAMOS/ SMS - "m’m
FLORIANOPOLIS - SC

PARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela instituigéo Coparticipants
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Tiulo da Pesquisac REEPOETA IMUNE DOE PACIENTES INFECTADOS PELO SARS-CoV-2Z, UM
ESTUDD DE COORTE

Pesquisador: Maria Cidudia Santos da Siva

#roa Tematica:

Vorsso: 1

CAAE: 37124823001 3001 5360

Instiuicio Propononte: SECRETARLL DE ESTADO D SALDE
Patrocinador Principal: Finanoamsemio Prdpno

DADDS DO PARECER
Mumero do Parocer: 4283 382

Apresentacao do Projeta:

Trata-ze de emenda com a seguinte justificativa: “Ma casuista do projeic Resposta imune dos Pacientes
Infectades pelo SARS-CoV-2, Um Estudo de Coore, apreciado & aprovado pelo CEPSHUFSC (CAAE:
31124820, 1.0000.0121) estd desoriio que serdo incluidos no estudo indreiduns com mais de 18 anos com
suspeita de COWID-19 de hospitais = Unicades de Promio Atendimenio {UPA) de Flonandpolis. no periodo
iz agosio de 2020 a julho d= 2021, & que assinarsm ac bemo de consentimenta livre & escdanedoo {TCLE)
Assim, apesar das criemagdes para conducdo de pesquisas e atvidade dos CEF durante a pandemia
provocada pelo comonasirus SARS-Cova2 (COVID-187 da COMEP, no item 2.1.2, informar que nos casos
die prolocolos de pesquisa que POSSUAM “centros partiopantes” efou “centros coparticipantes”, ndo devwerd
ser realizada nova andliss ética pelos respectivos CEP vinculados e devido a0 cardier excepcianal
adotado,os CEF referendardo o parecer de aprovado, guando for o caso, emitido pela CONER, solioio a
inclusio do Hospital Mereu Ramos como coparticipante deste projeto.”

Objotivo da Pesquisa:

Objetiva da emenda: solicitar a indusan da Hospital Mereu Ramos como copaticipanie
oi=she projeto.

Endereps: M il Barrssrda, 257 - 5 drdir

Bairrn:  Cantro GEP: gaORS-3TO

UF: &% Municipie:  FLORAROPOLE

Talsfone: (45035 s E-mail: caphgoiinude s goe b
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HOSPITAL GOVERNADOR

CELSO RAMOS/ SMS - m’"“
FLORIANOPOLIS - SC

Avaliacso dos Riscos o Benefickos:

Ja avaliados na submissio an CEPSHUFSC

Comentarios ¢ Consideragtes sobre a Posguisa:
Apresentados projeto ariginal, TCLE & formulanos instfuconais.

Consideragies sobre os Tormos de apresentacio obrigatoriac
Maova documento incluicka: Carta de aceite institucional assinada pela Dirstora do Hospital Merew Ramos.

Comtrascia oo Pascer & 20 382

Conclusbes ou Pendéncias @ Lista de Inadequagdos:
O CEFEHUFSE tomow conhecimenta da emenda e recomenda sua aprovacio.
0 CEP HGCR fomou conheomenio da emenda & proosde sua aprovagso.

Considoragtes Finals a criténio do CEP:

Esin parecer foi elaborado baseado nos documentos abaion relacionados:

Tipa Documenio | A Prstagem Autor | Sihsagaa
Olutros |Emenda_indusac_Declracan_assinadg 26082020 |Mana Claudia Sa Ac=fa
16:08:07  |da Sika
[Dutros _coleta_cados pdt ZTOGEZ0 |Mana Cludia Eam:ul ACERa
[TCLE | Termos de TﬁE_ptqeh_mwl_rzuudu.pﬂ? E:"ﬁ!.%ﬁ EMEL’!MI: Za ACeRo
Aszentimenta ! 17:08:03  |da Sikea
Justicativa de
Em\m Fzspum:_pa'den:m_mma:hn:lf STMEE0E0 |Mana CEndia Earlnu-l AD=Ra
17:04:158  Jda Sike

Projeto Detabhado /. |Mana Claudia_Sanics_Sitva_enfrentam| 25804/5020 | Mana Claudia Sa Aceio
Brochura emin_COVID_ T8 pdf | 11:4235  |da Sika
inveestigador

Situacdo do Pareoer:

Aprowada

Necessita Apreciacdo da COMER:

Hao

E Pl bl 25T - & el

Bairro: Canbio L= R
ue: &5 Municipio:  FLOPAROMOLIS

Talwlone:  (qgpas - Moe E-muil: caphgnasuds s goe b

Pl 0 2 03
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HOSPITAL GOVERNADOR

CELSO RAMOS/ SMS - w
FLORIANOPOLIS - SC

FLORWMMNOPOLIS, 21 de Selembeo de 2020

Comtraacls & Pamcer 4 3 102

Assinado por:
Carla Pauli
{Coordenador{al)
— Pl ireni 257 - &F aredar
Bairrn: Cantro GEP: 5gOne2TE
UF: SC Municiplo:  FLOMARNOPOLES

Talfona:  (4502e. e E-mail: caphgoi@asude wc gov b

Pl 0 3 B2



APENDICE D — Questionirio para coleta de dados dos pacientes
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Resposta Imune Dos Pacientes Infectados Pelo Sars-Cov-2

Dados de identificacdo e contato

1. Nome:

2. Numero do prontuario:

3. Data da avaliagdo: / /

4. Data de nascimento: / /
5. Telefone residencial: (__ )

6. Telefone celular: ( )
7. Outro telefone de contato 1: )
Caracteristicas sécias demograficas
8. Idade: anos
9. Peso
10. Altura
11. Sexo:
(1) Feminino
(2) Masculino
12. Cor da pele/raca (conforme observado pelo pesquisador):
(1) Branca
(2) Parda
(3) Negra
(4) Amarela
(5) Indigena
(6) IGN
Comorbidades
Algum médico ja disse que o senhor (a) tem ou teve:
(Complementar com dados do prontuario)

13. Pressdo alta (0) Nao (1) Sim
14. Diabetes (0) Nao (1) Sim
15. Asma (0) Nao (1) Sim
(1 SP ](E)rl(‘{;l)sema ou bronquite cronica (0) Néo (1) Sim
17. Tuberculose (0) Nao (1) Sim
18. Infarto do miocardio (0) Nao (1) Sim
19. Derrame (AVC) (0) Nao (1) Sim
20. Colesterol alto (0) Nao (1) Sim
?Ilc.ér)lsuﬁmenaa cardiaca congestiva (0) Néo (1) Sim
22. Doenga autoimune (0) Nao (1) Sim
23. Depressao (0) Nao (1) Sim
Outros:

Medicacoes (complementar com dados do prontuario)
O senhor (a) faz uso de medicacoes regulares?
24, (0) Nao (1) Sim
Se sim, quais?
Habitos de vida - Tabagismo
25. 0O Sr. (a) fuma ou ja fumou?
(1) Nunca fumei
(2) Ja fumei, mas parei
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(3) Ainda fumo
Tabagismo atual

26. Ha quantos anos o Sr. (a) comegou a fumar?

27. Quantos cigarros o Sr. (a) usa em média por dia?

anos

cigarros

28. Ha quantos anos o Sr. (a) parou de fumar completamente?

29. Por quantos anos o Sr. (a) teve o habito de fumar?
30. Quantos cigarros o Sr. (a) usava em média por dia?

Periodo da infec¢ao — informacoes clinicas

31. Febre

32. Tosse com expectoragao (diferente
da habitual)

33. Dores no corpo

34. Dor de garganta

35. Dor de cabega

36. Perda de paladar

37. Perda de olfato

Outros:

(0) Ndo
(0) Ndo

(0) Ndo
(0) Ndo
(0) Ndo
(0) Ndo
(0) Ndo

anos

(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim

cigarros

Fonte: Walter, 2022b.
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