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RESUMO

Oshiro FP. Determinacio do papel da resposta imune na evolu¢ido da infec¢io pelo novo
coronavirus (SARS-CoV-2) em pacientes oncologicos com neoplasias hematologicas ou

tumores solidos. Tese. Sao Paulo. Fundagao Antonio Prudente; 2024.

A pandemia de COVID-19 trouxe grandes preocupa¢des quanto ao manejo de pessoas nos
grupos de risco. Esse ¢ o caso de pacientes com cancer, onde existe uma lacuna de
conhecimento quanto a influéncia da resposta imunologica em diferentes desfechos da
COVID-19. No presente trabalho investigamos os perfis imunes de pacientes oncologicos
com diferentes apresentacdes clinicas da COVID-19, durante a primeira fase da pandemia, no
ano de 2020. A partir das técnicas de citometria de fluxo multiparamétrica e ensaios de
dosagem de citocinas circulantes, observamos respostas imunes distintas entre pacientes com
diferentes desfechos da COVID-19. Observamos que individuos com tumores hematologicos
e COVID-19 leve apresentaram boa produg¢do de anticorpos e presenca de células T
regulatérias. Por outro lado, pacientes com tumores hematoldgicos que vieram a obito devido
a COVID-19 apresentaram fortes indicios da escassez de células T, exaustdo de linfocitos,
baixa producdo de anticorpos, e concentracido exacerbada de diversos mediadores imunes no
plasma. Entre pacientes com tumores solidos, observamos poucas diferengas na resposta
humoral, mas padroes de resposta imunologica celular com um claro gradiente entre
regulacdo e exaustdo de células imunes. Enquanto pacientes que tiveram COVID-19 leve
apresentaram baixa ativacao de linfocitos e a presenga de células T regulatérias de memdria, o
padrao para pacientes com COVID-19 grave foi marcado pela ativacio e/ou exaustdo celular.
Pacientes que se recuperaram da COVID-19 grave apresentaram um amplo perfil de células
NK ativadas, mas também populagdes com grande potencial de regulacao imunologica. Ja os
que faleceram em decorréncia da COVID-19 grave sofreram com o rompimento das redes de
regulacdo, além dos efeitos decorrentes do amplo perfil de exaustdo entre diversas populacdes
de linfocitos. Por fim, nossas analises ainda indicaram que a quimiocina CXCL8 ¢ um
potencial marcador para a predicao do desfecho da COVID-19 entre pacientes oncologicos de

forma geral.

Palavras-chave: SARS-CoV-2. Gravidade da COVID-19. Cancer. Perfil Imune Humoral.

Perfil Imune Celular.



ABSTRACT

Oshiro FP. Determinacio do papel da resposta imune na evolu¢ido da infec¢io pelo novo
coronavirus (SARS-CoV-2) em pacientes oncologicos com neoplasias hematologicas ou

tumores solidos. Tese. Sao Paulo. Fundagao Antonio Prudente; 2024.

The COVID-19 pandemic has raised great concerns regarding the management of people in
risk groups. This is the case for cancer patients, where there is a gap in knowledge regarding
the influence of the immune response on different outcomes of COVID-19. In the present
work, we investigated the immune profiles of cancer patients with different clinical
presentations of COVID-19 during the first phase of the pandemic, in 2020. Using
multiparametric flow cytometry techniques and circulating cytokine detection assays, we
observed different immune responses between patients with different COVID-19 outcomes.
We observed that patients with hematological tumors and mild COVID-19 presented good
antibody production and the presence of regulatory T cells. On the other hand, patients with
hematological tumors who died showed strong evidence of a shortage of T cells, exhaustion
of lymphocytes, antibody production impairment, and an exacerbated concentration of several
immune mediators in the plasma. Among patients with solid tumors, we observed few
differences regarding humoral responses, but cellular immune responses had a clear gradient
between regulation and activation exhaustion of immune cells. While patients who had mild
COVID-19 showed low lymphocyte activation and the presence of memory regulatory T
cells, the pattern for patients with severe COVID-19 was marked by cellular activation and/or
exhaustion. Patients who recovered from severe COVID-19 showed a broad profile of
activated NK cells, in addition to populations with great potential for immune regulation.
Meanwhile, those who died because of severe COVID-19 suffered from the disruption of
regulatory networks, and the effects of a broad exhaustion profile among different lymphocyte
populations. Finally, our analyzes indicated that the chemokine CXCLS8 is a potential marker

for predicting the outcome of COVID-19 among cancer patients in general.

Keywords: SARS-CoV-2. COVID-19 Severity. Cancer. Humoral Immune Profile.

Cellular Immune Profile.
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1. INTRODUCAO

Muito embora o sistema imunologico seja reconhecido principalmente por sua fungao
na defesa do organismo, suas influéncias excedem essa capacidade, estando também
envolvido em diversos processos de reparo tecidual, crescimento e remodelamento de tecidos
e 6rgdos. Curiosamente, o sistema imunoldgico também pode exercer forte influéncia tanto no

controle quanto na exacerbagdo de doengas, sejam elas causadas ou nao por patogenos.

1.1 TUMORES E O SISTEMA IMUNOLOGICO

O cancer ¢ uma das doengas que geralmente ndo estdo relacionadas a patogenos. Ela
pode ser definida pelas alteracdes genéticas que resultam na desregulacdo do crescimento
celular. Essas alteracdes sdo comumente causadas de forma espontanea ou por fatores
ambientais, como danos oriundos de agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, mas também por
influéncias epigenéticas. Tais fatores afetam genes e proteinas associadas a regulacdo da
proliferagio e diferenciacio celular, iniciando o processo de transformagio maligna'™.

O comportamento tumoral varia de acordo com o tipo de neoplasia — hematoldgica ou
de orgdos solidos — e de cada tipo celular e 6rgdo afetado. De acordo com o Instituto Nacional
do Cancer dos Estados Unidos (NCI), os tumores hematoldgicos sdo canceres que se iniciam
em tecidos formadores do sangue ou em cé¢lulas do sistema imunoldgico, enquanto tumores
solidos podem ser definidos como massas de tecido que usualmente ndo contém cistos ou
liquidos, representando as demais neoplasias®®. Na pratica, a classificagdo tumoral é definida
com base em caracteristicas morfologicas e genéticas, o que resulta em diferentes conclusdes
quanto ao seu manejo clinico. A classificacao de tumores solidos leva em consideracao o grau
de diferenciagdo das células, suas caracteristicas morfologicas, taxa de crescimento e, em
alguns casos, alteragcdes genéticas e epigenéticas. Nesse sentido, tumoresde uma mesma
topografia anatdmica podem apresentar caracteristicas bioldgicas e clinicas distintas'?. Sendo
assim, tumores sao caracterizados por sua grande heterogeneidade, devido aos seus atributos
especificos’®.

Além disso, tumores diferentes sdo tratados como entidades distintas, ainda que
compartilhem as caracteristicas de autossuficiéncia aos sinais de crescimento, resisténcia a
sinais de inibicdo do crescimento, evasao da apoptose, potencial replicativo ilimitado,
promocao de angiogénese, capacidade de invasdo tecidual e metastatizacdo, reprogramacao de
vias metabélicas, e capacidade de evasdo do sistema imunologico™?®.

No contexto das neoplasias, o sistema imune pode tanto estar envolvido em processos
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de eliminagio tumoral quanto no seu desenvolvimento®. Essa dicotomia varia de acordo com
diversos fatores, entre eles o metabolismo, microambiente, microbiota, e diversos tipos de
células, sejam elas nao-tumorais, as do sistema imunoldgico, ou as do estroma tumoral.
Dentre os fatores imunes com reconhecida influéncia na biologia e comportamento tumoral,
estdo o Fator A de Crescimento Vascular Endotelial (VEGFA), o Fator 2 de Crescimento de
Fibroblastos (FGF2), o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGFB), o Fator de
Estimulagdo de Colonias de Granuldcitos e Macrofagos (CSF2), o Fator de Estimulacao de
Colonias de Granulocitos (CSF3), as quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5 e CXCLS8 (também
referida como IL-8) e as interleucinas IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12A, IL-13, IL-15,
IL-17A, IFN-y e TNFo***12, O papel desses fatores varia de acordo com o desenvolvimento
tumoral, sendo, portanto, dependente do contexto temporal e do préprio microambiente'°.
Sendo assim, trabalhos que avaliam a resposta imunoldgica entre populagdes
oncolégicas com diferentes tipos de tumores devem levar em consideragdo a grande
variabilidade decorrente de cada tipo tumoral, para além de outros fatores ainda
emergentes, mas com significativa importancia na resposta imune. O mesmo pode ser dito
para estudos que envolvem a resposta imunologica entre pacientes infectados por patdgenos,

onde ¢ possivel observar grupos de individuos com perfis imunes distintos.

1.2 INFECCOES VIRAIS E O SISTEMA IMUNOLOGICO

De forma semelhante ao que ocorre no cancer, o sistema imunoldgico também possui
participagdo ambigua dependendo da forma como os processos infecciosos se ddao, podendo
tanto influenciar mecanismos de resolugdo quanto de exacerbacdo da doenga. Tratando
especificamente das respostas antivirais, a atuacdo do sistema imunoldgico ocorre tanto de
forma direta quanto indireta, mas com grande participagdo de células que nao sao
consideradas do sistema imunologico'?.

As respostas antivirais sdo baseadas em grande parte na acdo de defensinas e citocinas
do tipo interferon. Essas citocinas sdo capazes de induzir o estado antiviral em células
epiteliais, o que contribui para a eliminacdo viral'®. Outros tipos celulares, como linfocitos T e
células Natural Killer (NK), contribuem ativamente para a elimina¢do de células infectadas,
mas também com a producdo de citocinas como IFN-y e envolvimento indireto na produgao
de IL-12A, junto a células mieloides'®. As citocinas do tipo interferon nio apenas induzem o
estado antiviral em diversos tipos celulares, mas estdo envolvidas na maturagdo e ativagao de

células apresentadoras de antigenos, produ¢do de oOxido nitrico e espécies reativas de
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oxigénio, e indugio da producdo de IL-12A, TNFa e IL-1B'°. J4 os efeitos gerais da IL-12A
incluem o recrutamento ¢ ativa¢ao de células NK, a indu¢do da liberagao de citocinas — em
especial por linfocitos —, o envolvimento na polarizagdo do tipo “Tyl”, a amplificagdo das
respostas de células CD8", a inducdo da producdo de IgG, e o controle de infecgdes virais!®.
Entretanto, muito embora as respostas antivirais ocorram de forma relativamente semelhante
em diversos tecidos diferentes, alguns 6rgdos apresentam caracteristicas marcantes em seus

mecanismos de defesa contra patdogenos, como € o caso dos pulmoes.

1.2.1 Imunidade Pulmonar

A imunidade nos pulmdes representa um grande exemplo onde o equilibrio entre a
acdo de células imunes e outras células ¢ essencial para a defesa e manuten¢do do o6rgdo.
Alguns dos componentes de defesa sdo as proprias células estromais, enquanto outros siao
produtos secretados, como quimiocinas, citocinas, defensinas e moléculas que formam o
muco’?.

As células do epitélio pulmonar sdo importantes componentes de defesa, inclusive em
condi¢des de leucopenia ou imunossupressdo'®. Elas possuem a capacidade de reconhecer
patogenos e produzir mediadores imunes, entre eles IL-1p, IL-6, CXCL8 e GM-CSF, além de
outros produtos induzidos pela atuagao do Fator Nuclear Kappa-B (NF-xB) e dos genes de
resposta ao interferon, contribuindo tanto para processos de ativacdo quanto de regulacdo da
resposta imune!®!’. Por outro lado, também sdo capazes de liberar citocinas associadas ao
perfil de resposta imune adquirida “Ty2” quando expostas a alérgenos, além de contribuirem
de forma significativa para a regula¢do da resposta imunoldgica através de defensinas e
mediadores lipidicos'®.

Tratando de células do sistema imunologico, os macrofagos alveolares constituem
95% do total de leucdcitos presentes nos alvéolos, representando uma das principais células
de vigilancia, limpeza e defesa dos pulmdes. Eles sdo responsaveis pela fagocitose de
particulas inertes, como silicatos e particulas de carbono-grafite, sem que isso inicie respostas
imunes. Por outro lado, quando fagocitam particulas opsonizadas por imunoglobulinas,
proteinas do Complemento ou colectinas, seus receptores do tipo 7ol/ contribuem para a
discriminacao de moléculas derivadas de patdégenos. A partir dai macréfagos alveolares
contribuem para o inicio do recrutamento celular ao liberarem CXCLS8 e quimiocinas
associadas, o que contribui para a quimiotaxia de células como neutréfilos e linfocitos. Além

disso, auxiliam na ativacdo de células da imunidade adquirida ao processar e apresentar
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antigenos para células T especializadas em o6rgdos linfoides periféricos, contribuindo
grandemente para os processos de inflamacio e, consequentemente, seus desfechos!’.

Os processos patologicos pulmonares também sao fortemente influenciados por
mediadores imunes produzidos por células'’. Por exemplo, a presenca dos fatores IL-1RN, IL-
6, TNFa, CCL2, CCL4, CXCL8 e CXCL10 nos tecidos pulmonares se correlaciona com a
gravidade da infecgdo por HIN1'®, Por outro lado, a propria variabilidade populacional
também ¢ capaz de influenciar a resposta imune local e sistémica, como observado em ensaios
onde o sangue fresco de diversos individuos saudéaveis foi exposto ao lipopolissacarideo
(LPS) durante seis horas. A dosagem de citocinas posterior revelou concentragdes
consistentemente elevadas ou baixas de IL-1f, IL-6, CXCLS8, IL-10 e TNFa em diferentes
individuos'’.

Sendo assim, tanto no contexto das infecgdes virais respiratorias, quanto no contexto
dos diferentes tipos tumorais, ¢ importante considerar a grande variabilidade de respostas
imunes, oriundas de fatores controlaveis ¢ ndo controlaveis durante os estudos clinicos e/ou
translacionais. Essas influéncias tornam-se ainda mais destacadas em contextos de doencas
emergentes, causadas por patdégenos novos ou recém-identificados, cujo conhecimento é,

geralmente, escasso.

1.3 CORONAVIRUS DISEASE 2019 (COVID-19)

Em dezembro de 2019 a doenga do Coronavirus de 2019 (COVID-19) teve sua
etiologia associada ao patdgeno designado Severe Acute Respiratore Syndrome-Coronavirus-
2 (SARS-CoV-2), identificado apos a incidéncia de casos de uma pneumonia desconhecida. O
agente etiologico foi posteriormente reconhecido como um betacoronavirus relacionado ao
Severe Acute Respiratore Syndrome-Coronavirus (SARS-CoV) e ao Middle East Respiratory
Syndrome-Coronavirus (MERS-CoV), associados as epidemias de sindrome respiratéria de
2002 e 2012, respectivamente!”. Muito embora apresentasse taxas de hospitalizagio e
mortalidade mais baixas em comparacao com SARS-ColV e MERS-CoV, modelos do inicio da
pandemiaindicavam que a taxa de transmissdo do SARS-CoV-2 era consideravelmente maior
em comparacio aos outros dois virus, o que ressaltou sua importancia epidemiologica’.

Pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 geralmente apresentam febre, tosse seca, dor
toracica, falta de ar, infiltrados imunes nos pulmoes, e, em alguns casos, faléncia respiratoria,

dependendo da gravidade da COVID-19'°. Os sintomas da doenga sdo parcialmente
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explicados pelo tropismo tecidual do virus e seu ciclo de replicagdo, sendo a infec¢do das
células mediada tanto por proteases quanto pela enzima conversora de angiotensina 2,
presente no epitélio respiratorio dos bronquios e pulmdes'’.

Ainda no inicio da pandemia de COVID-19, especialistas da Organizagdao Mundial da
Satde (OMS) definiram uma escala de progressdo da doenca. Essa escala leva em
considera¢do a deteccdo de material genético do SARS-CoV-2, a presenca ou auséncia de
sintomas respiratorios, a necessidade de internacdo hospitalar, e a necessidade de
oxigenoterapia em diversos graus — desde a ofertada por mascara de oxigénio até a ventilagao
mecanica —, além do desfecho 6bito?'.

Assim, cerca de 80% dos casos de COVID-19 sao classificados como leves, 15%
como graves, € 5% como criticos, apesar de essa classificagdo variar de regidio para regido'’.
No Brasil, dados de Maio de 2020 mostraram que aproximadamente 90% dos casos
registrados resultaram em hospitalizacdo, dos quais 30% foram admitidos em Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs)*2. Apesar da subnotificagdo de casos leves e assintomaticos,
informagdes posteriores adquiridas no banco de dados do Sistema Unico de Saude
(DATASUS) indicaram que 99% dos casos reportados resultaram em hospitalizagdo, dos
quais 36% requereram internagdo em UTI, o que culminou numa taxa de morte de
aproximadamente 37%23. Em Outubro de 2022, o numero de casos confirmados no Brasil
superou a marca de 34 milhdes, enquanto o numero de mortos se aproximava de 688 mil,
alcangando uma taxa de letalidade de 2%?2*. No presente trabalho, os dados dizem respeito a
coletas realizadas entre Maio e Dezembro de 2020, considerada a primeira onda de casos de
COVID-19 no Brasil, onde as variantes de maior prevaléncia eram a B.1.1.28 e B.1.1.33
(denominadas Gama), associadas a aproximadamente 30% a 65% dos casos reportados®.

De modo geral, observou-se que individuos do sexo masculino com mais de 60 anos,
doencas cardiovasculares ou respiratérias cronicas, hipertensdo, obesidade ou diabetes
apresentavam maior risco de desenvolver a forma grave da COVID-19 e de evoluir para o
6bito!*?%, Além disso, evidéncias apontaram que a resposta imune teria forte influéncia no
desfecho da COVID-19.

Usualmente as respostas imunes derivadas de linfocitos T sdao didaticamente
segregadas entre trés tipos principais, designadas Ty1 (ou resposta do tipo I), T2 (ou resposta
do tipo II), e T17 (ou resposta do tipo III). O estabelecimento de todas elas ¢ dependente da
atuacao de células apresentadoras de antigeno e possivelmente células da imunidade inata, do
grau de estimulagdo do receptor de células T a partir do reconhecimento do antigeno, e, em

especial, de citocinas®®?’. De acordo com a literatura, respostas Tul e Tu2 sdo antagdnicas
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uma em relacdo a outra, enquanto as respostas Tul7 podem apresentar elementos das duas
respostas anteriores, dependendo do caso?’. As respostas do tipo I sdo iniciadas especialmente
pela atuagdo das citocinas IL-12A e IL-18, mas também de IFN-a e IFN-, e culminam na
expressdo de fatores de transcricdo como T-bet e NK-kB e citocinas como IFN-y e IL-12A%.
Respostas do tipo II sdo originadas principalmente pela atuagdo da IL-4 e/ou auséncia de IL-
12A, mas também sdo influenciadas por IL-6, IL-10 e IL-11, e culminam na expressdo de
fatores de transcrigdo como GATA3, PPARy, IRF4, STAT6 e BATF, assim como citocinas
tais quais IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-132%%7. J4 as respostas do tipo III sdo caracterizadas
pela liberacdo de IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-22 ¢ TNFa, além da expressio do fator de
transcricdo RORyt, sendo iniciadas por processos que envolvem a acdo de IL-6, IL-21 e TGF-
B2,

No geral, respostas Tul sdo associadas a atuagdo contra virus, protozoarios e bactérias
intracelulares, além de algumas respostas autoimunes, enquanto respostas Tu2 estdo
associadas a resposta anti-helmintica e as doencas alérgicas, como asma, dermatite atopica,
rinite alérgica, e alergias alimentares. As respostas Tul7, por sua vez, sdo caracteristicas da
acdo contra bactérias e fungos extracelulares, mas também de respostas autoimunes e
alérgicas. Respostas do tipo II e III sio relativamente comuns nos pulmdes®’.

Além disso, ha indicios de que a sindrome respiratdria aguda observada na COVID-19
¢ derivada do efeito da sindrome de liberagdo de citocinas (também referida como
“tempestade de citocinas™) e da falta de regulacdo da resposta imune. Ainda, ha evidéncias de
que ambos os fatores estdo associados com a falha de multiplos 6rgdos observada durante a
doenca®®. Mediadores imunes e relacionados a inflamagdo e ativacdo celular, como CCL2,
CCL3, CXCL10, IL-2, IL-6, IL-7, TNFa, Proteina C Reativa (PCR) e dimeros-D sao

128, Por

comumente associados a gravidade da COVID-19 entre pacientes da populacao gera
outro lado, fatores como interferons parecem contribuir para evitar os quadros mais graves de
COVID-19%-% Ha indicios de que especialmente o atraso de respostas de IFN-a, ou a
deficiéncia da resposta de IFN-y, resultam em complicagdes da COVID-19, sugerindo que
respostas estabelecidas em pontos iniciais da infeccao por SARS-CoV-2 sdo importantes para a

manuten¢do de um quadro de COVID-19 leve?*!

. Ainda assim, ¢ importante levar em
consideracdo o aspecto temporal da producdo de citocinas, quais células sdo
predominantemente afetadas, assim como a variagdo de sua concentracdo em momentos
especificos da doenga.

Quanto a a¢do de linfocitos, dados da literatura indicam que existe a estruturagao de

respostas de células CD4", CD8", T regulatorias, e de células B robustas durante o curso da
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COVID-19, mas que diferentes perfis imunes estdo associados a diferentes desfechos da
doenga®. No geral, casos graves de COVID-19 estdo associados a linfopenia, especialmente
em populagdes de células NK, células T regulatorias, e células CD4" de forma geral, presenca
de marcadores associados a ativagao e/ou exaustao celular entre células T, respostas humorais
aberrantes (geralmente extrafoliculares), baixa formagao de centros germinativos, e presenga
de células com o perfil Tul7, especialmente nos pulmdes®>%3234 A presenca de células
mieloides, primordialmente aquelas com perfis “pro-inflamatorios”, assim como neutréfilos,
também j4 foi fortemente associada a quadros graves de COVID-19%>%737 J4 em relacdo aos
marcadores envolvidos com ativagdo e exaustdo celular, moléculas como PD-1, CTLA-4, ¢
TIM-3 foram associadas, tanto em suas formas de membrana quanto em formas soltuveis, a
quadros graves de COVID-19, apesar de também serem encontrados entre pacientes com
formas mais leves da doenga*®*. Ligantes para esses checkpoints imunologicos também
foram reportados em alta expressao entre diversos tipos de células de pacientes com COVID-
19 grave®.

Em termos da resposta imune baseada em anticorpos, muitos estudos apontam uma
forte correlacdo entre a gravidade da COVID-19 e a producao de imunoglobulinas especificas
contra 0 SARS-CoV-2*. Pacientes da populagdo geral que desenvolvem a forma grave da
COVID-19 produzem concentracdes mais elevadas de anticorpos em comparacdo com
individuos que apresentam apenas a forma leve da doenga. Por outro lado, a cinética de
producdo dos anticorpos também parece influenciar a progressao da enfermidade, visto que a
sintese tardia de imunoglobulinas se correlaciona com o obito*®. Aparentemente os anticorpos
produzidos resultam em protecdo relativamente duradoura, com poucos casos de reinfecgdo
grave reportados em individuos que passaram por soroconversio*’. Além disso, pacientes com
as formas mais leves da COVID-19 geralmente apresentam respostas extrafoliculares mais
rapidas, assim como frequéncias elevadas de células que sugerem a formacdo de centros
germinativos, e de células B com maior capacidade de producdo de anticorpos de alta
afinidade*!.

Apesar do numero limitado de trabalhos disponiveis, individuos com cancer sao
classificados comouma populacdo com risco elevado de apresentar a forma grave da COVID-

1?°. De fato, os dados de sobrevivéncia a infecgio

19, quando comparados a populacdo gera
por SARS-CoV-2 em pacientes oncoldgicos sao muito distintos em relacdo ao observado entre
a populagdo geral®®*2. Pacientes oncologicos apresentam maiores chances de hospitaliza¢io e
morte, com taxas de 6bito entre 0,11 a 0,26, variando de acordo com o estudo*. Pesquisas

prospectivas conduzidas no fim de janeiro de 2020 apontaram maior risco de internacdo em
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UTIs para pacientes com cancer em relagdo a populacdo geral. Além disso, indicaram que
pacientes que passaram por cirurgia ou receberam quimioterapia ou radioterapia em até um
més antes da infeccio apresentaram maior risco de internagio em UTI*®*. Esses dados
levaram a proposta, entre outras medidas, de que tratamentos quimioterdpicos adjuvantes e
cirurgias eletivasfossem atrasados, especialmente em regides com elevado niimero de casos
de COVID-19%.

Entretanto, estudos posteriores indicaram que o risco de desenvolvimento da COVID-
19 grave em pacientes oncoldgicos esta associado a presenca de doencas hematologicas, etnia
ndo-caucasiana, idade superior a 65 anos, linfopenia cronica, tratamentos envolvendo a
combinag¢do de corticosteroides e inibidores de checkpoints imunologicos, tabagismo atual
ou pregresso, hipertensdo, e doengas cronicas do coragio, pulmdes ou rins***¢. No geral, entre
pacientes portadores de tumores hematologicos, aqueles que apresentavam leucemia mieloide
aguda, linfoma ndo-Hodgkin agressivo, mieloma multiplo e doencas relacionadas aos
plasmocitos, apresentaram maiores chances de hospitalizagio e morte*. Especificamente no
Brasil, observou-se maior risco de morte entre pacientes com tumores hematoldgicos, ou com
cancer de pulmio®’.

O impacto das terapias antitumorais no desfecho da COVID-19 é um assunto de
interesse que esteve sob intensa investigagdo. Segundo um levantamento que envolveu a
analise de diversos estudos prospectivos e de metandlise, o resultado da COVID-19 ¢
influenciado pelo tipo de tumor, tipo de tratamento antitumoral, e fatores individuais dos
pacientes?’. Por outro lado, alguns estudos apontam que determinados regimes, como as
terapias anti-CD20, podem resultar na redugio da producio de anticorpos especificos*’ .
Portanto, visto que o impacto de terapias antitumorais no desfecho da COVID-19 é complexo
e depende de diversos fatores, consideramos aqui que tratamentos que envolvem a deplecao
de plasmocitos, administrados ao menos um ano antes do diagnostico da COVID-19, possuem
impacto importante durante a infecgdo causada pelo SARS-CoV-2°05!,

Embora muito conhecimento acerca da resposta imune contra a infec¢do por SARS-
CoV-2 entre pacientes da populacdo geral tenha sido gerado, ressaltando a importancia da
resposta de perfil “Ty1”, pouco se sabe sobre os perfis imunes em pacientes com cincer’>,
Apesar de alguns estudos revelarem fatores gerais associados ao maior risco de pacientes
oncoldgicos desenvolverem COVID-19 grave e faleceram, e que células B e células T CD8"
encontram-se diferencialmente elevadas nesses pacientes oncologicos em comparagdo com
pacientes da populagdo geral, ainda h4 poucos trabalhos que avaliaram as complexas redes

imunoldgicas na populagio de pacientes com cancer’> >, Em particular, o proprio perfil
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imunoldgico e possivel imunossupressdo de pacientes com tumores ativos podem afetar a
resposta imune a infec¢do por SARS-CoV-2, e a subsequente sindrome de liberagdo de
citocinas, de maneiras tnicas e ainda desconhecidas®®~’.

Sendo assim, nosso estudo teve como objetivo investigar redes imunorreguladoras
sistémicas em pacientes oncoldgicos com COVID-19, visto que diferentes tipos de tumores
influenciam a historia natural e o desfecho da doenca***®%. Imaginamos que, devido a

influéncia do sistema imunologico frente as infec¢des virais, o desfecho da COVID-19 seria

afetado por respostas imunes com caracteristicas distintas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil imune de pacientes oncoldgicos com diferentes apresentacdes

clinicas da COVID-19, a fim de detectar caracteristicas imunologicas associadas a diferentes

desfechos da doenca.

1.

2.1.1 Objetivos Especificos

Investigar a resposta imune humoral de pacientes com tumores hematologicos ou tumores
solidos, diagnosticados com COVID-19, a partir da analise do plasma oriundo de sangue
periférico, por meio de técnicas de dosagem de mediadores imunes soluveis por
plataformas multiplex.

Investigar a resposta imune celular de pacientes com tumores hematologicos ou tumores
solidos, diagnosticados com COVID-19, a partir da imunofenotipagem por citometria de
fluxo multiparamétrica de células mononucleares de sangue periférico obtidas via
gradiente de separagao por densidade.

Associar os achados das respostas humoral e celular entre si, e com os desfechos clinicos
observados ao longo do acompanhamento dos pacientes oncologicos diagnosticados com
COVID-19, a fim de associar perfis imunes especificos aos desfechos clinicos da COVID-

19.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 RECRUTAMENTO E CLASSIFICACAO DE PACIENTES

Recrutou-se um total de 51 pacientes oncoldgicos com diagnostico recente de SARS-
CoV-2 em tratamento no A.C.Camargo Cancer Center, Sdo Paulo, SP, Brasil. No presente
trabalho foram utilizadas amostras referentes a um total de 42 pacientes, visto a remogao de
algumas amostras devido a desisténcia, auséncia de tumores hematologicos, auséncia de
amostra de tempo zero, e, em um caso, da presenca de tumor hematologico e solido ativos no
mesmo individuo ao mesmo tempo (Figura 1). Em alguns casos, devido a baixa recuperacao
de células mononucleares de sangue periférico, ndo foi possivel realizar os ensaios de
citometria de fluxo (Figura 1). O projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center / Funda¢do Antonio Prudente e arquivado sob
numero 2858/20 (Anexo 1). Todos os pacientes foram informados sobre o projeto e
consentiram com a participacdo no estudo antes que qualquer procedimento relativo a
pesquisa fosse iniciado. A gravidade da COVID-19 foi determinada com base no proposto
pela Organizacio Mundial da Satide (OMS), com pequenas alteragdes®!, sendo: “COVID
Leve”, no caso de pacientes que ndo tiveram a necessidade de oxigenoterapia e obtiveram
alta; “COVID Grave + Recuperac¢ao”, no caso de pacientes que precisaram de qualquer tipo
oxigenoterapia, mas se recuperaram da doenga e obtiveram alta; ¢ “COVID Grave + Obito”,
no caso de pacientes que precisaram de qualquer tipo de oxigenoterapia e cujo desfecho da
doenca foi o 6bito. A determinacdo do desfecho obito foi realizada com base na consulta dos
atestados de oObito. Todos os pacientes que necessitaram de oxigenoterapia receberam
tratamento com dexametasona, conforme recomendado pelo estudo do RECOVERY
Collaborative Group®. As coletas ocorreram de maio a dezembro de 2020, periodo de maior
prevaléncia das variantes B.1.1.28 e B.1.1.33 (denominadas Gama)*’, e anterior a
disponibilizacdo de qualquer vacina direcionada contra o SARS-CoV-2. Amostras de dois
pacientes da coorte de tumores hematoldgicos que se recuperaram da COVID-19 grave foram
removidas das andlises para evitar possiveis vieses estatisticos devido ao baixo numero de
participantes no grupo. As amostras referentes a primeira coleta de sangue apds a confirmagao
do diagnostico da infecgdo por SARS-CoV-2 foram denominadas de “amostras de tempo

zero”.
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- Doenga hematolodgica
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Figura 1 — Fluxograma de recrutamento de pacientes e utilizacio das amostras do presente estudo. As

linhas e caixas tracejadas indicam amostras que foram removidas das analises finais. A queda no numero de

amostras disponiveis para os ensaios de citometria de fluxo (em relacdo as analises realizadas no plasma) se deve

a baixa recuperagao de células mononucleares de sangue periférico em alguns casos.

Fonte: Autoria Propria.
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3.2 DETERMINACAO DA INFECCAO POR SARS-CoV-2

A infeccdo por SARS-CoV-2 foi avaliada em qualquer caso em que os pacientes
apresentavam sintomas classicos da COVID-19, como tosse seca, falta de ar, perda de olfato
e/ou paladar, e febre. A mesma avaliacdo foi realizada em outros casos quando indicado pela
equipe clinica. Adicionalmente ao quadro clinico, a presenca de material genético viral em
amostras respiratorias coletadas com swabs nasais e de orofaringe foi avaliada por transcri¢ao

reversa seguida de reagdao em cadeia da polimerase quantitativa (R7-gPCR).

3.3 AVALIACAO DE DADOS DE PRONTUARIO ELETRONICO

Dados relativos a dosagem de fatores bioquimicos (concentragdo de proteina C reativa
e dimeros-D), hematologicos (concentragdo de leucocitos, linfocitos, mondcitos, neutrédfilos e
plaquetas, hematdcrito e concentragdo de hemoglobina), classificagdo e estadiamento tumoral,
tratamentos antitumorais, € outras informacdes relevantes foram obtidos nos prontuarios

eletronicos disponiveis no banco de dados do A.C.Camargo Cancer Center.

3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS SANGUINEAS

Amostras de sangue foram coletadas com uma mediana de dois dias apds o
diagnostico positivo da infecg@o por SARS-CoV-2 (intervalo de confianga de 95%: 1 a 4 dias).
As amostras foram entdo processadas para a separacdo do plasma e de células mononucleares
de sangue periférico. O sangue foi centrifugado a 400xg por 10 minutos, a 20°C, para a
separacdo e coleta do plasma, que foi congelado imediatamente em gelo seco e
posteriormente armazenado em freezer -80°C até processamento. O sangue remanescente foi
diluido em solucdo tamponada com fosfato (PBS) estéril e centrifugado a 800xg por 20
minutos, a 20°C, em gradiente de separacdo por densidade (Ficoll-Paque™ PLUS; GE
Healthcare, ref. 17144003). Ao fim da centrifugacdo as células mononucleares foram
coletadas e lavadas duas vezes em PBS por 10 minutos, a 4°C, & 400xg e ressuspendidas em
meio de congelamento (Roswell Park Memorial Institute Medium RPMI-1640 — suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina, acrescido de soro fetal
bovino — 20% dimetilsulféxido, na proporcdo de 1:1). As células foram congeladas
lentamente em freezer -80°C com o auxilio de recipiente com alcool isopropilico 100%,

durante pelo menos 24 horas e, por fim, armazenadas em nitrogénio liquido até o
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processamento. Todas as amostras utilizadas no presente estudo foram descongeladas apenas
uma vez. Dados obtidos na pesquisa de prontuarios eletronicos sdo oriundos de laudos de
amostras de sangue recém-coletado, analisado e liberado pelas equipes de laboratérios de
analises clinicas associadas ao hospital. Nesses casos, o laudo utilizado foi o de data mais

proxima a coleta de sangue realizada para a pesquisa.

3.5 QUANTIFICACAO DE ANALITOS PRESENTES NO PLASMA

O plasma foi analisado com um ensaio de esferas multiplex (Bio-Plex® Pro Human
Cytokine Group I Panel 27-plex, Bio-Rad Inc., EUA) para a quantificagdo de quimiocinas,
citocinas e fatores de crescimento. Os mediadores avaliados foram CCL2, CCL3, CCLA4,
CCLS, CCL11, CXCLS8, CXCL10, CSF2, CSF3, FGF2, PDGFB, VEGFA, IFN-y, IL-1p, IL1-
RN, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12A, IL-15, IL-17A e TNFa. Os anticorpos
das classes IgA, IgG e IgM contra as proteinas Nucleocapisd, Receptor Binding Domain
(RBD), Spike 1 e Spike 2 do SARS-CoV-2 foram detectados com trés ensaios de esferas
multiplex (Bio-Plex® Pro Human IgA/IgG/IgM SARS-CoV-2 N/RBD/S1/S2 4-Plex Panel, Bio-
Rad Inc., EUA). Antes do inicio do procedimento, as amostras foram incubadas em banho-
maria a 60°C por 30 minutos, a fim de causar a inativagdo de possiveis particulas virais,
conforme recomendado pelo fabricante dos kits. As demais etapas foram realizadas de acordo
com as instru¢des do fabricante, e as placas foram lidas na plataforma Bio-Plex (Bio-Plex®
200 system, Bio-Rad Inc., EUA). Todos os dados de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento estdo apresentados em concentragdo (pg/mL) baseado nas curvas-padrao
disponiveis nos kits. No caso dos kits de deteccdo de anticorpos, os dados estdo demonstrados

como intensidade de fluorescéncia.

3.6 ENSAIOS DE CITOMETRIA DE FLUXO

Amostras de células mononucleares de sangue periférico previamente armazenadas em
nitrogénio liquido foram descongeladas a 37°C e gradualmente misturadas a 10mL de RPMI-
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina-estreptomicina, a
temperatura ambiente. As células foram centrifugadas a 400xg, por 10 minutos, a 20°C uma
vez, lavadas em PBS estéril numa segunda centrifugacdo (400xg, por 10 minutos, a 4°C), e
ressuspendidas em um total de 500ul. RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal

bovino (SFB) e 1% de penicilina-estreptomicina. Apds contagem e ajuste de concentragdo
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para 2,5x10° células/mL, anticorpos agonistas para CD3 (BD, ref. 555336) e CD28 (BD, ref.
555725) foram adicionados aos tubos de acordo com as recomendagdes do fabricante, exceto
a um tubo designado como “controle” do ensaio de citometria de fluxo. A estimulagdo com
anti-CD3 e anti-CD28 ocorreu apenas para as células incubadas com o painel “Intracelular”
(Tabela 1). Posteriormente, todos os tubos foram incubados a 37°C, 5% CO» durante a noite
e, posteriormente, incubados com brefeldina A, na concentracdo indicada pelo fabricante,
durante mais quatro horas, a 37°C, 5% CO». Ao fim da incubagdo, as células foram lavadas
duas vezes em PBS gelado (a 400xg, por 10 minutos, a 4°C) e ressuspendidas em 500uL de
PBS. Foi adicionado aos tubos o reagente de viabilidade Fixable Viability Stain (BD, ref.
565694), na concentragdo indicada pelo fabricante, durante 30 minutos, sob abrigo da luz. Ao
fim da incubagdo as células foram lavadas (a 400xg, por 10 minutos, a 4°C) em PBS
suplementado com 0,2% de Albumina Bovina Sérica (BSA; Sigma, ref. A7979),
ressuspendidas em 200uL de PBS, e incubadas com Fc Block (BD, ref. 564219), na
concentrac¢do indicada pelo fabricante, durante dez minutos, a temperatura ambiente. Em cada
tubo de citometria (exceto o controle negativo), foram adicionados os anticorpos do “Painel
Base”. Aos tubos indicados, ainda foi adicionado o painel “Exaustdo”, ou o painel
“Intracelular”, conforme planejado. Em seguida, os tubos foram incubados durante trinta
minutos, a 4°C, sob abrigo da luz. Tubos incubados com o painel “Exaustdo” foram lavados
uma vez em PBS-0,2% BSA, ressuspendidos em 300uL de solugdo PBS-2% Formaldeido a
37% (Merck; ref. 1.04003.1000), e armazenados a 4°C, sob abrigo da luz, até a leitura em
citometro de fluxo. Ja os tubos incubados com o painel “Intracelular” foram lavados uma vez
em PBS-0,2% BSA e ressuspendidos em 1mL do reagente Fixation-Permeabilization Solution
(BD, ref. 562574). Ap6s 40 minutos de incubacao, a 4°C, sob abrigo da luz, as células foram
lavadas uma vez em tampao de lavagem (BD, ref. 562574) e incubadas com o painel
“Intracelular” por 40 minutos, a 4°C, sob abrigo da luz. Por fim, as células foram lavadas duas
vezes (centrifugacdes a 400xg, 10 minutos, a 4°C) em tampao de lavagem, ressuspendidas em
300uL de PBS-0,2% BSA, e armazenadas a 4°C, sob abrigo da luz, até a leitura em citdmetro
de fluxo. Todas as amostras utilizadas foram lidas num citdémetro BD FACS Symphony™ A5,
em até 24 horas apos o final do experimento, com um intervalo maximo de duas semanas
entre si, sem que ocorressem alteragdes ou manutengdes no equipamento. Todos os eventos

disponiveis foram adquiridos, considerando um limite de seguranga para o equipamento.
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Tabela 1 — Lista de anticorpos utilizados para os ensaios de citometria de fluxo.

N° de Catalogo (BD) Alvo Fluoréforo Clone Diluicio
566385 Brilliant Buffer X X 1:5
624296 CD45 BB790 HI30 1:5000
612964 CDh3 BUV661 UCHT1 1:75
566355 CDh4 BV750 SK3 1:1000
740963 CD5 BV786 UCHT2 1:500
612889 CD8 BUV805 SK1 1:500
657707 TCRyd APC-R700 11F2 1:50
624298 CD45RO BV570 UCHLI1 1:20
566756 CD197 (CCR7) BV650 2-L1-A 1:30
566398 CDh127 BB700 HIL-7R-M21 1:10
612818 CD25 BUV563 2A3 1:260
551138 CDh161 PE-Cy5 DX12 1:7
555518 CD56 APC B159 1:50
612791 CD279 (PD-1) BUV737 EH12.1 1:150
562395 CD9Y95 PE-CF594 DX2 1:150
554657 Stain Buffer X X 1:70

Ne° de Catalogo (BD) Alvo Fluoréforo Clone Diluigiio
555853 CD152 (CTLA-4) PE BNI3 1:4
624297 CD233 (LAG3) BUV615 T47-530 1:25
565562 CD366 (TIM-3) BV421 7D3 1:25
742522 CD39 BV605 TU66 1:25
562947 CD19 BV510 SJ25C1 1:25
653314 CD38 APC-H7 HB7 1:8
747720 6B11 (iNKT) BV711 6B11 1:8
565223 CD183 (CXCR3) BUV395 1C6/CXCR3 1:8
561659 CD294 (CRTH2) FITC BM16 1:16
560620 CD196 (CCR6) PE-Cy7 11A9 1:25
624295 CD185 (CXCRS5) BB660 RF8B2 1:120
554657 Stain Buffer X X 1:10

N° de Catalogo (BD) Alvo Fluoréforo Clone Diluicao
566385 Brilliant Buffer X X 1:4
560047 FoxP3 Alexa 488 259D/C7 1:12
624297 TCF-1 BUV61S S33-966 1:8

12-6502-82 (Thermo) TOX PE TXRX10 1:25
561283 Ki-67 PE-Cy7 B56 1:16
563388 Granzima B BV510 GB11 1:40
563996 TNF-o BUV395 MAb11 1:8
562974 IFN-y BV605 B27 1:25
562933 IL-17A BV421 N49-653 1:8
564050 IL-10 BV711 JES3-9D7 1:16
554723 Wash Buffer X X 1:17

N° de Catilogo Alvo Reagente Clone Dilui¢iio
555336 (BD) CD3 Anti-CD3 HIT-3a 1:40
555725 (BD) CD28 Anti-CD28 CD28.2 1:40
555029 (BD) Complexo de Golgi Brefeldina A X 1:1000
564220 (BD) Imunoglobulinas Fc Block X 1:4

L.23105 (Thermo) DNA e Esterases LIVE/DEAD™ b 1:5000
Todos os marcadores do “Painel Base” sdo utilizados para ambos os painéis “Exaustdo” e “Intracelular”.

Fonte: Autoria propria.



3.7 ESTRATEGIAS PARA ANALISE DOS DADOS DE CITOMETRIA

Todos os dados adquiridos no citdmetro de fluxo foram analisados no programa BD
FlowJo™, versao 10.8.0. Matrizes de compensagao foram construidas para ambos os painéis
“Exaustdao” e “Intracelular” utilizando as ferramentas do programa, e ajustadas conforme
necessidade para reduzir a interferéncia que os fluorocromos exercem um sobre o outro
(fendmeno conhecido como fluorescence spillover). Para as analises nao supervisionadas,
uma populagdo de interesse (denominada como “Lymphocytes”) foi selecionada em cada
amostra avaliada (Figura 2). Os dados foram, entdo, reduzidos com a ferramenta
“downsample” e concatenados com as ferramentas do programa. Apenas amostras com um
minimo de 1500 eventos foram consideradas. Apds a selecdo dessa populagdo de interesse,
foram utilizadas estratégias para a detec¢ao de populacdes especificas — como células T, B e

NK —, de forma semelhante ao observado nas analises manuais (destacadas em seguida).
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Figura 2 — Estratégia de analise utilizada para a selecio de eventos destinados as andlises nio-

supervisionadas. Os graficos representam as estratégias de analise utilizadas na selegdo de eventos para analises
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ndo-supervisionadas, considerando ambos os painéis “Exaustdo” e “Intracelular”. A selecdo iniciou nos eventos
singulares, seguido pela selegdo de células vivas, Leucdcitos (CD45%), e entdo para um grupo de eventos
localizados na regido sudeste em um grafico de “Tamanho” versus “Granulosidade” (geralmente identificados
como linfocitos, e denominados aqui de “Lymphocytes”). Combina¢des de marcadores especificos para distinguir
células NK (CD56 ¢ CD3, em azul), células T (CD3 ¢ CD56, em verde claro), Linfocitos (CD5 e CD19, em
verde escuro), e Células B (CD19 e CD38, em vermelho), foram utilizados para assegurar que os eventos
selecionados correspondiam as populagdes de linfocitos de interesse. Depois dos dados de citometria de todos os
pacientes serem analisados com a referida estratégia, os eventos (num minimo de 1500) foram concatenados em
um unico arquivo. Pacientes que ndo apresentavam o valor minimo de eventos foram excluidos de anélises
posteriores.

Fonte: Autoria propria.

Para as analises manuais, todas as células foram comparadas com controles negativos,
representando células que passaram por todos os procedimentos de incubacao e lavagens, mas

ndo receberam nenhuma marcagao de citometria de fluxo (Figura 3).
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Figura 3 — Estratégia de andlise supervisionada para a investigacdo das principais populacdes de

linfocitos. Os graficos representam a estratégia de analise supervisionada dos dados de citometria utilizados para
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ambos os painéis “Exaustdo” e “Intracelular”. A selecdo iniciou nos eventos singulares, seguido pela selecao de
células vivas, leucocitos (CD457), e entdo para populagdes especificas como células T (CD3"), células B
(CD19*CD38"), células NK (CD56'CD3), células NKT (CD56"CD4" ou CD56"CDS8"), células iNKT
(CD3*6B11"CD8" ou CD36B117CD4"), células T CD4" (CD3"CD4"CDg), células T CD8" (CD3*CD8CD4),
células T duplo-negativas (DN; CD3"CD4°CDS8), células T duplo-positivas (DP; CD3"CD4"CD8"), Células T
TCRys" (CD3* TCRy8") e células T regulatorias (CD3"CD4*'CD25"CD127% ou
CD5*CD4'CD25"CD127°*FoxP3*). No caso do painel “Intracelular’, o marcador CD5 foi utilizado para
determinar populagdes de linfocitos T, ao invés do marcador CD3.

Fonte: Autoria propria.

Além da defini¢do das principais populacdes celulares, ainda foram realizadas anélises
com marcadores secunddrios, que auxiliam na determinagdo de populagdes com
caracteristicas especificas, como aquelas com indicios de ativa¢do, memoria imunologica e

exaustdo (Figura 4).
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Figura 4 — Estratégia de anilise supervisionada para a investigacio de subpopulacdes especificas de
linfocitos. Todas as populagdes especificas de linfocitos [células T, células B, células NK, células NKT, células

iNKT, células T CD4", células T CD8", células T duplo-positivas (CD4"CD8"), células T TCRyd", e células T
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Regulatorias (Tr,)] ainda foram caracterizadas por diferentes combinac¢des dos marcadores CCR6, CCR7, CD39,
CD45R0O, CD95, CD127, CD161, CRTH2, CTLA-4, CXCR3, CXCR5, LAG-3, PD-1, ¢ TIM-3. Apenas
algumas combinagdes estdo representadas. Combinagdes semelhantes foram realizadas para o painel
“Intracelular”.

Fonte: Autoria propria.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os diagramas e desenhos foram feitos no programa Microsoft PowerPoint®™
2013. Os graficos de pizza, graficos de barras circulares, e graficos de radar foram feitos no
programa Microsoft Excel® 2013 ou Graph Pad Prism versio 8.4.2.

Para a analise de dados epidemiologicos, como sexo e idade dos pacientes, os grupos
foram divididos em categorias (“Feminino” e “Masculino” ou “Jovens” e “Idosos™), e
relacionados com o desfecho da doenga (“Recuperacdo”, para aqueles que tiveram doenca
leve, ou doenga grave e se recuperaram; ou “Obito”, para os pacientes cujo desfecho da
COVID-19 foi o 6bito). Individuos foram considerados “Idosos” caso sua idade fosse igual ou
superior a 60 anos. As combinagdes de categorias foram analisadas com base no teste exato
de Fisher, com auxilio do programa Graph Pad Prism versao 8.4.2.

Todos os dados oriundos de exames para avaliagdo de fatores hematoldgicos e analitos
soluveis foram analisados noprograma Graph Pad Prism versao 8.4.2 para a construgao das
Receiver Operating Characteristic curves (chamadas aqui de curvas ROC), graficos do tipo
dispersdao, e graficos de linha. No caso dos graficos do tipo dispersdo, os dados foram
apresentados em mediana, associada ao seu intervalo de confianca de 95%. Todos os grupos
foram analisados para normalidade com base nos testes de D'Agostino & Pearson, Shapiro-
Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Visto que os dados, no geral, apresentaram distribuicdo nao
paramétrica, amostras de pacientes com tumores hematoldgicos foram analisadas com o teste
de Mann-Whitney, enquanto as de pacientes com tumores s6lidos foram analisadas com o
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste ajustado de Dunn. As curvas ROC foram
construidas usando o modelo de regressao logistica a partir da formula: Logit[P(Y=1)] =
Ln[(P(Y=1)/P(Y=0)] = B0 + B1*B. Os graficos de linha relacionados demonstram como o0s
analitos influenciam a probabilidade de morte do individuo, a partir dos resultados do modelo
supracitado. Uma curva-modelo foi desenhada a partir do Modelo de Crescimento de
Gompertz, dado pelo proprio programa, a partir da formula: Y = YM*(YO0/'YM)”(exp(-
K*X)), onde Y representa a populacdo, YO ¢ a populagdo inicial, YM ¢ a populagdo

maxima, K determina a fase lag, e 1/K € o ponto de inflexdo de X.
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Para os graficos de radar, dados brutos de intensidade de fluorescéncia dos ensaios de
deteccdo de anticorpos, incluindo os valores dos controles positivos, foram transformados por
Ln(X+1)*10. Posteriormente, cada medida de cada paciente foi dividida pelo valor do
controle positivo da classe de anticorpo referente. Desta forma, valores de intensidade de
fluorescéncia de anticorpos de classes diferentes poderiam ser normalizados, e os dados
ficariam dentro de uma escala que varia de 1 a 10.

As analises de agrupamentos ndo supervisionados ¢ os mapas de calor foram
construidos com a plataforma online ClustVis®'. Dados brutos de todos os paridmetros com p-
valor menor que 0,05 foram transformados com a férmula [Ln(X+1)] para andlise posterior.
As analises foram feitas com um algoritmo de agrupamento hierarquico onde as colunas e as
linhas foram agregadas com base na distancia de Manhattan ou Canberra e na ligacao do tipo
Ward. Os elementos faltantes (menos de 2% do total de dados) foram estimados por
imputagdo, como padrdo da plataforma.

Graficos de PCA (Principal Component Analysis) foram construidos nos softwares R,
versao 4.0.0, e R Studio, versao 1.4.1106, com os pacotes factoextra e Factoshiny.
Resumidamente, todos os fatores que demonstraram diferengas com um p-valor inferior a
0,05 entre as populagdes avaliadas foram transformados por Ln(X+1) e organizados em um
data frame. Posteriormente, uma andlise de componentes principais foi realizada, de forma a
demonstrar a distribuicdo dos pacientes de acordo com a gravidade da doenga, assim como o0s
principais fatores com maior contribuicdo para explicar as variabilidades observadas nas
dimensdes um (Dim1) e dois (Dim2).

As matrizes de correlacdo foram construidas com auxilio do programa Graph Pad
Prism versdao 8.4.2. Resumidamente, dados brutos de cada paciente em cada grupo das
diferentes coortes foram analisados com o teste de correlacdo de Spearman. Todos os valores
dos coeficientes de correlacaoforam representados na matriz, mas as correlagcdes com p-valor
0,05 ou superior foram sombreadas.

A construgdo das redes de interacdo foi feita com auxilio do programa Cytoscape,
versao 3.8.2. Dados das matrizes de correlagdao obtidas no programa GraphPad Prism foram
utilizados para construgdo das redes, considerando apenas interagdes com p-valor inferior a
0,05. As correlagdes com valor de Rho positivo foram representadas de vermelho, enquanto a
cor azul representa correlagdes com valor de Rho negativo. Devido a quantidade excessiva de
interacOes observadas, alguns fatores com caracteristicas semelhantes foram agrupados e
estdo devidamente detalhados na legenda das figuras. Nas representacdes em que aparecem

loops, a espessura estd diretamente relacionada ao numero de interagdes que o grupo de
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fatores realiza entre si.

As analises de Random Forests foram feitas na plataforma online MetaboAnalyst,
versdo 5.0°%9, Todos os dados brutos foram utilizados, e os valores faltantes (< 2% de todos
os elementos) foram estimados por analise Bayesiana de componentes principais. As florestas
aleatérias foram construidas com o uso de 500 arvores e sete preditores para determinar os
fatores mais importantes para segregar os pacientes com base nos desfechos “recuperacao”
(que incluiu todos os pacientes que sobreviveram a COVID-19) ou “6bito” (que incluiu todos

os pacientes que faleceram em decorréncia da COVID-19).
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4. RESULTADOS

4.1 EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZACAO DA COORTE

No presente trabalho recrutou-se um total de 51 pacientes que apresentaram diagndstico

de infecgdo por SARS-CoV-2 sob tratamento no A.C.Camargo Cancer Center (Figura 5).

» 27-Plex bead assay (dosagem de citocinas,
. * . A 1) Plataformas de quimiocinas e fatores de crescimento);
de.teccao qe . e— - 4-Plex antibody assay (dosagem de IgA, 1gG &
analitos soluveis . "
IgM anti-SARS-CoV-2);
(35+ Fatores)
SARS-CoV-2 » Prontuarios Eletrénicos (dados de hemograma
e testes bioquimicos).
3) Acompanhamento dos pacientes
Sintomas Diagnéstico da infecgdo Coleta de
/ de “resfriado” por SARS-CoV-2 sangue Desfecho da COVID-19
1 1 1 S inaca
} } i 2| e determinagao dos
grupos
5 | 0 2 (Dias) |
Paciente (
Oncolégico \
2) Citometria ;
Multiparamétrica
+ =
(25%:Marcagores) > Principais populagdes celulares “COVID Leve” “COVID Grave + Recuperagao” “COVID Grave + Obito”
I—; > Diferenciagao e Memoéria Auséncia de oxigenoterapia  Necessidade de oxigenoterapia e Necessidade de oxigeno-
» Ativagdo e Exaustido e recuperagao da doenga recuperagao da doenga terapia e desfecho obito

Figura 5 — Desenho experimental utilizado neste projeto. Pacientes oncologicos sob tratamento no
A.C.Camargo Cancer Center que apresentaram diagndstico de infec¢cdo por SARS-CoV-2 foram convidados a
participar deste estudo. Apods a aplicagdo do termo de consentimento livre e esclarecido, amostras de sangue
foram colhidas para avaliages dos perfis imunes humoral e celular. Para determinar a gravidade da COVID-19,
cada individuo foi acompanhado até o desfecho da doenga e avaliado quanto a necessidade de oxigenoterapia.

Fonte: Autoria propria.

Além das coletas de sangue para a determinagao dos perfis imunes humoral e celular, os
pacientes ainda foram acompanhados ao longo da COVID-19 para determinar a progressao e
desfecho da doenga, levando em conta a necessidade ou ndo de oxigenoterapia, com base em
recomendagdes da OMS?!. Pacientes que nio precisaram de oxigenoterapia e receberam alta
hospitalar foram classificados com doenca leve (grupo “COVID Leve”); Pacientes que
receberam qualquer forma de oxigenoterapia e se recuperaram da doenga foram classificados
com doenca grave e recuperacdo (grupo “COVID Grave + Recuperacdo”); Pacientes que
receberam qualquer forma de oxigenoterapia e vieram a dbito em decorréncia da COVID-19
foram classificados com doenga grave e 6bito (grupo “COVID Grave + Obito”). Informagdes
detalhadas da coorte estao descritas em seguida (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas e demograficas da coorte de pacientes deste trabalho.

Tumores Hematol6gicos (n = 20)

Tumores Sélidos (n = 22)

COVID Leve C-QVID Grave + COVID Leve COVID Grave + C(?VID Grave +
(n = 14) Obito (n = 6) (n =8) Recuperacio (n =9) Obito (n = 5)
Idade
Mediana 58 75 60.5 69 71
Intervalo 31-86 60-84 32-73 51-78 59-76
p-valor (mediana)* p=01351 p=01459
p-valor (Fisher)# p=00515 p=0,9999
Sexo
Feminino 6 (43%) 2 (33%) 5(63%) 2 (22%) 3 (60%)
Masculino 8 (57%) 4 (67%) 3 (37%) 7 (78%) 2 (40%)
p-valor (Fisher)* p=0,9999 p=06241
Escore ECOG
Zero 11 (79%) 3 (50%) 6 (75%) 6 (67%) 2 (40%)
I-11 3(21%) 2 (33%) 2 (25%) 3(33%) 2 (40%)
11I-1V 0 (0%) 1 (17%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%)
p-valor (Fisher)’ p=0,3000 p=02273
Tumor Hematolégico
Linfoma 9 (64%) 2(33%) NA NA NA
Leucemia 2 (14%) 1 (17%) NA NA NA
Mieloma 2 (14%) 3 (50%) NA NA NA
Sd. Mielodisplasica 1 (7%) 0 (0%) NA NA NA
Tumores Sélidos
Mama NA NA 3 (38%) 0 (0%) 0 (0%)
Sist. Digestério NA NA 2(25%) 1(11%) 3 (60%)
Préstata NA NA 2(25%) 1(22%) 0 (0%)
Sist. Urinario NA NA 0 (0%) 2(22%) 2(40%)
Pulmdes L Na 0(0%) 2 (22%) 0 (0%)
Sis. Reprodutivo NA NA 0(0%) 1 (11%) 0 (0%)
Outro NA NA 1(12%) 2 (22%) 0 (0%)
Comorbidades
Diabetes 3(21%) 2 (33%) 2 (25%) 2 (22%) 2 (40%)
Obesidade 1(7%) 1.(17%) 2(25%) 2(22°%) 0 (0%)
Doenga Cardiaca 6 (43%) 6 (100%) 4(50%) 7 (78%) 2 (40%)
13 e 0(0%) 1(17%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20%)
D. Pulmonar 1(7%) 0 (0%) 1.(12%) 3(33%) 0 (0%)
D. Renal 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 2(22%) 0 (0%)
Fumante 1.(7%) 0(0%) 1 (12%) 1 (11%) 0 (0%)
el forme 2 (14%) 2 (33%) 3 (38%) 2(22%) 1 (20%)
Infeccio Prévia® 2 (13%) 2 (33%) 0 (0%) 3 (33%) 0 (0%)
Tratamento (Cancer)
Transplante Cel. 2 (14%) 3(50%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
Quimioterapia 12 (86%) 5(83%) 5(63%) 7(78%) 4 (80%)
Anti-CD20* 1.(7%) 1 (17%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Anti-CD38 1(7%) 2(33%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Eixo PD-1/PD-L1 1(7%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1 (20%)
Radioterapia 2 (14%) 0(0%) 2(25%) 5(56%) 2 (40%)
Cirurgia 4 (29%) 0 (0%) 5(63%) 5(56%) 4 (80%)
Terapia-Alvo 0 (0%) 0 (0%) 1 (12%) 2 (22%) 0 (0%)
Situacio Tumoral
Em Investigacio 5(36%) 2(33%) 1 (12%) 0 (0%) 1(20%)
Doenca Estavel 4 (29%) 1.(17%) 4 (50%) 8 (89%) 3(60%)
Em Remissdo 4(29%) 1 (17%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20%)
Em Progressio 1 (7%) 2 (33%) 3 (38%) 1 (11%) 0 (0%)

*Considerando pacientes recuperados versus falecidos (teste de Mann-Whitney).
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#Considerando pacientes recuperados versus falecidos, a fim de verificar se o desfecho 6bito seria influenciado
pelo fator “Idade”, considerando a segregacao entre “jovens” e “idosos” (teste exato de Fisher).

$Considerando pacientes recuperados versus falecidos, ao comparar individuos com escore ECOG 0-2 versus 3-
4, a fim de verificar se o desfecho obito seria influenciado pelo fator “Escore ECOG” (teste exato de Fisher).
4Diz respeito a infecgdes pulmonares ou infecgdes cronicas do trato urindrio prévias.

fConsiderando terapias realizadas até um més antes da confirmagdo da infec¢io por SARS-CoV-2.

Escore ECOG = Diz respeito a escala de performance do Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG).

NA = Nio se aplica.

Fonte: Autoria propria.

Dos 51 pacientes recrutados, utilizamos amostras oriundas de 42 individuos, dos quais 20
foram diagnosticados com tumores hematolégicos, e os 22 restantes apresentavam tumores
solidos (Figura 6A). A distribui¢ao por sexo foi de dezoito mulheres e 24 homens. Apenas
com propositos descritivos, também levamos em consideragao a idade dos individuos, onde
pacientes jovens foram definidos como aqueles com 59 anos ou menos e idosos aqueles com
60 anos ou mais. Nos graficos abaixo, todos os pacientes que se recuperaram (sejam aqueles
do grupo COVID Leve ou do grupo COVID Leve + Recuperacao) foram designados como

“recuperados” (Figura 6B).
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Figura 6 — Caracterizacio epidemiolégica da coorte de pacientes deste estudo. Relagdo de tipos de tumores e
nimero de mortes durante o periodo do estudo, obtidos a partir dos prontudrios eletronicos disponiveis no banco
de dados do A.C.Camargo Cancer Center, totalizando 20 pacientes diagnosticados com tumores hematologicos,
e 22 com tumores solidos (A). Descrigcdo da coorte com base no desfecho da COVID-19 (6bito ou recuperacdo),
sexo (homens e mulheres), e idade dos pacientes — individuos foram considerados idosos caso apresentassem
idade igual ou superior a 60 anos (B).

Fonte: Autoria propria.

Observamos uma ampla distribui¢ao de tumores tanto solidos quanto hematologicos,
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com os casos mais comuns sendo os de linfoma e tumores do trato digestivo.
Proporcionalmente, os Obitos foram mais comuns em pacientes com mieloma. Embora
possamos fazer essas observagdes, ¢ importante ressaltar que o nimero restrito de pacientes e
a distribuicdo heterogénea de tumores nao nos permitem sugerir quais individuos
apresentariam maior risco de obito de acordo com os tipos tumorais. Também ndo foram
encontradas influéncias do sexo ou idade dos individuos no desfecho da COVID-19, de
acordo com o teste exato de Fisher (Tabela 2). A excecdo foi o caso especifico dos pacientes
com tumores hematolédgicos, onde nao foram observados obitos entre pacientes com 59 anos
Ou menos.

Em seguida, realizamos avaliagdes mais especificas acerca dos pacientes e suas
condigdes clinicas. Visto que a infecgdo por SARS-CoV-2 afeta de forma mais grave pacientes
com tumores hematologicos**, todas as analises foram feitas de forma segregada. Sendo
assim, partimos para a determinacdo do histérico de infec¢do de cada paciente, destacando
informagdes como data dos primeiros sintomas, entrada no hospital, pontuagcdo da condi¢ao
clinica do paciente de acordo com o Eastern Cooperative Oncologic Group (ECOG)
performance status scale, necessidade de adiamento de terapias antitumorais, oxigenoterapia
e data de obito (Figura 7). O dia do resultado do diagnéstico da infec¢do por SARS-CoV-2

foi definido como “0”.
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A)

COVID Grave + Obito

COVID Leve

Covid48 (F, 78 anos, ECOG = 1)
*Covid47 (M, 75 anos, ECOG = 0)-
*Covid42 (F, 84 anos, ECOG = 3)—
Covid39 (M, 75 anos, ECOG = 0)-

Covid25 (M, 67 anos ECOG = 1)

Covid51 (M, 55 anos, ECOG = 0)-

Covid50 (M, 82 anos, ECOG = 0)—
Covid49 (M, 58 anos, ECOG = 0)—
Covid45 (F, 60 anos, ECOG = 0)—
Covid43 (M, 48 anos, ECOG = 0)—
Covid37 (F, 63 anos, ECOG = 1)
Covid32 (M, 86 anos, ECOG = 0)-
*Covid30 (F, 51 anos, ECOG = 1)
Covid29 (M, 61 anos, ECOG = 0)
Covid26 (F, 86 anos, ECOG = 2)
Codid24 (F, 76 anos, ECOG = 0)-
Covid20 (M, 31 anos, ECOG = 0)—
*Covid02 (M, 36 anos, ECOG = 0)-
*Covid01 (F, 53 anos, ECOG = 0)—

Tumores Hematoloégicos

H Intervalo de hospitalizagao

= = Periodo fora do hospital
* Inicio dos sintomas

@ Coleta de sangue

® Suporte de oxigénio

1' Morte
* Terapia antitumoral adiada
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Dias a partir do diagnostico da infecgao por SARS-CoV-2

B)

COVID Gr. + Obito

: COVID Grave + Recuperagao :

COVID Leve

Covid33 (F, 73 anos, ECOG = 4)
Covid21 (F, 59 anos, ECOG = 1)
Covid19 (F, 71 anos, ECOG = 1)
Covid16 (M, 71 anos, ECOG = 0)-
*Covid10 (M, 76 anos, ECOG = 0)
" *Covid31 (F, 56 anos, ECOG = 1)
*Covid28 (F, 76 anos, ECOG = 1)
Covid22 (M, 51 anos, ECOG = 2)
Covid18 (M, 73 anos, ECOG = 0)-
Covid15 (M, 53 anos, ECOG = 0)-
Covid13 (M, 69 anos, ECOG = 0)-
Covid09 (M, 62 anos, ECOG = 0)-
Covid08 (M, 78 anos, ECOG = 0)-

Covid46 (F, 53 anos, ECOG = 0)
Covid41 (F, 49 anos, ECOG = 0)-
*Covid36 (M, 73 anos, ECOG = 0)
Covid35 (M, 67 anos, ECOG = 0)-
*Covid27 (F, 32 anos, ECOG = 1)

Covid14 (F, 61 anos, ECOG = 0)-
*Covid11 (M, 69 anos, ECOG = 1)
*Covid04 (F, 60 anos, ECOG = 0)

Tumores Soélidos

H Intervalo de hospitalizagao
- = Periodo fora do hospital

* Inicio dos sintomas

¢ Coleta de sangue

® Suporte de oxigénio

T Morte

* Terapia antitumoral adiada

R A S

Dias a partir do diagnoéstico da infeccdo por SARS-CoV-2

Figura 7 — Detalhes sobre as caracteristicas clinicas, momento de coleta de sangue e progressio da

COVID-19 na coorte de pacientes oncologicos deste estudo. Representagdo grafica do historico hospitalar de

cada paciente com tumores hematologicos (A) ou tumores solidos (B). Estdo identificados o tempo de
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hospitalizacdo, inicio dos sintomas, momentos de coleta de sangue, momentos de necessidade de
oxigenoterapia, data de Obito, necessidade de atraso da terapia antitumoral, e a pontuagéo referente a condigio
clinica do paciente no momento de entrada no hospital, de acordo com o Eastern Cooperative Oncologic Group
(ECOG) performance status scale. O dia da confirmagdo do diagnoéstico de infecgdo por SARS-CoV-2 foi
definido como o ponto de referéncia (tempo zero). F = Feminino; M = Masculino.

Fonte: Autoria propria.

Observa-se que em ambos os casos os individuos apresentaram sintomas dentro de
duas semanas antes do resultado do diagndstico, e que alguns dos pacientes que necessitaram
de oxigenoterapia a receberam antes mesmo do diagnéstico da infecgdo. Também fica
destacado que a maior parte das amostras de sangue foi colhida dentro da primeira semana
ap6s o diagnéstico da COVID-19. Para ambos os grupos, a mediana entre a data do
diagnostico e a coleta da amostra de sangue foi de dois dias (intervalo de confianca de 95%: 1
a 4 dias). Portanto, os dados apresentados representam o perfil dos pacientes ainda nos
primeiros dias apds o diagndstico, antes de sabermos o desfecho da COVID-19.

Sendo assim, iniciamos a investigagdo de fatores imunes que pudessem indicar o
desfecho da COVID-19 entre pacientes oncoldgicos, ainda nos primeiros dias apos a

confirmagdo da infeccao por SARS-CoV-2.

4.2 DETERMINANTES INDICATIVOS DE OBITO ENTRE PACIENTES
ONCOLOGICOS

Para entender como fatores imunes soliveis influenciam no desfecho da COVID-19
entre pacientes oncoldgicos, analisamos os dados obtidos em exames de rotina, como
resultados de hemogramas e dosagens das concentragdes de proteina C reativa e dimeros-D,
uma vez que sua presenca indica maior risco de 6bito entre pacientes da populagdo geral que

apresentam a COVID-19 (Figura 8)%.
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Figura 8 — Analise de fatores bioquimicos e hematologicos indica associacio entre baixas contagens de
subpopulagdes de leucécitos e o desfecho da COVID-19 entre pacientes com tumores hematolégicos. Dados

bioquimicos e hematoldgicos foram obtidos a partir da avaliagdo dos exames disponiveis nos prontuérios
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eletronicos dos pacientes, considerando a data mais proéxima das coletas realizadas pela equipe de enfermeiras de
pesquisa. Nos graficos estdo representadas as populagdes de leucdcitos, considerando o nimero absoluto por
mm? de sangue (A), o hematdcrito ¢ a concentracdo de hemoglobina (B), e a concentragdo de dimeros-D e
proteina C reativa (C). Os valores estdo representados como mediana e intervalo de confianga de 95%, em escala
logaritmica. Os grupos de pacientes foram definidos a partir do tipo de tumor (s6lido ou hematoldégico) e pela
gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e Métodos. Os dados foram analisados com o teste de
Mann-Whitney para o grupo de pacientes com tumores hematologicos (n = 20) e com o teste de Kruskal-Wallis
seguido do pos-teste de Dunn com corre¢do para multiplas comparagdes no caso de pacientes com tumores
solidos (n = 22). Linhas tracejadas representam valores de referéncia presentes nos exames avaliados. p-valores
inferiores a 0,1 estao representados nos graficos. PCR = proteina C reativa.

Fonte: Autoria propria.

Pacientes com tumores hematologicos que apresentaram dosagens mais elevadas de
proteina C reativa e dimeros-D e valores inferiores de pardmetros hematoldgicos (como
contagem de linfécitos, mondcitos, e concentragio de hemoglobina) faleceram em
decorréncia da COVID-19 (Figura 8). Em especial, as contagens de leucocitos foram mais
baixas entre pacientes com tumores hematoldgicos que faleceram do que em pacientes com
tumores solidos que faleceram (resultado nao destacado).

Posteriormente, realizamos a dosagem de citocinas, quimiocinas e fatores de

crescimento no plasma de pacientes oncologicos infectados pelo SARS-CoV-2 (Figura 9).
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Figura 9 — Pacientes oncolégicos diagnosticados com COVID-19 que apresentaram concentragdes elevadas
de mediadores imunes no plasma tiveram maior chance de 6bito. As coletas de sangue foram realizadas, em

mediana, dois dias apds o diagnostico da COVID-19, e o plasma foi utilizado para a dosagem de mediadores
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imunes soluveis. Os graficos trazem a representa¢ao da concentracdo de quimiocinas (A), fatores de crescimento
(B), e citocinas (C). Os dados estdo representados como mediana e intervalo de confianca de 95% da
concentrag@o do analito, em escala logaritmica. Os grupos de pacientes foram definidos a partir do tipo de tumor
(s6lido ou hematolédgico) e pela gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material ¢ Métodos. Os dados
foram analisados com o teste de Mann-Whitney para o grupo de pacientes com tumores hematologicos (n = 20)
e com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn com corre¢@o para multiplas comparagdes no caso
de pacientes com tumores s6lidos (n = 22). p-valores inferiores a 0,1 estdo representados nos graficos. ILIRN =
IL-1 Receptor Antagonist.

Fonte: Autoria propria.

Entre pacientes com tumores hematoldgicos que faleceram em decorréncia da
COVID-19, observamos concentragoes elevadas de fatores associados com o recrutamento de
células imunes, como a citocina IL-1PB, o fator de crescimento VEGFA, e as quimiocinas
CCL2, CCL3, CCL4 e CXCLS8 (Figura 8). Também observamos uma discreta indicacao de
aumento na concentragdo de CXCL10 e IL-1RN. Além disso, concentragdes elevadas de
fatores de inflamacdo de fase inicial, como as citocinas IL-6 e IL-15 também foram
detectadas. As citocinas associadas com fases mais tardias da resposta imune, como IL-2, IL-
5, IL-10, IL-13 e IL-17A também apresentaram concentracoes elevadas entre individuos com
tumores hematologicos que faleceram (Figura 8C).

Ja entre pacientes com tumores so6lidos, as unicas diferengas com p-valores inferiores a
0,05 foram: i) o aumento na concentragdo de IL-6 em pacientes cujo desfecho da COVID-19
foi o Obito, em compara¢do com pacientes que apresentaram apenas a doenga leve; e ii) o
aumento na concentracdo de CXCLS8 em pacientes cujo desfecho da doenga foi o 6bito em
comparacdo com aqueles que conseguiram se recuperar da forma grave da COVID-19
(Figura 9A-B). Outras discretas alteragcdes foram observadas nas concentracdes das citocinas
IL-15 e TNFa, e dos fatores de crescimento FGF2 e PDGFB (Figura 9B-C).

Curiosamente, fatores associados a COVID-19 grave na populagdo geral, como IL-
12A e IFN-y, ndo apresentaram concentracdes diferentes entre os grupos avaliados neste

estudo (Figura 10).
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Figura 10 — Pacientes oncoldégicos diagnosticados com COVID-19 niio apresentaram alteracdes nas
dosagens de IFN-y ou IL-12A, independentemente da gravidade da doenca. As amostras de sangue foram

coletadas com uma mediana de dois dias ap6s o diagndstico da COVID-19, e o plasma utilizado para a dosagem
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de mediadores soluveis. Os graficos trazem a representagcdo da concentragdo de analitos soluveis nos quais os p-
valores foram iguais ou superiores a 0,1. Os dados estio representados como mediana e intervalo de confianca
de 95% da concentragdo do analito, em escala logaritmica. Os grupos de pacientes foram definidos a partir do
tipo de tumor (solido ou hematolégico) e pela gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e
Métodos. Os dados foram analisados com o teste de Mann-Whitney para o grupo de pacientes com tumores
hematologicos (n = 20) e com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pods-teste de Dunn com correcdo para
multiplas comparagdes no caso de pacientes com tumores sélidos (n = 22).

Fonte: Autoria propria.

Conforme indicado na figura acima, também ndo foram observadas diferengas nas
concentracoes de 1L-4, IL-7, IL-9, CSF2, CSF3, CCL2 ou CCLI11.

Em seguida, visando determinar a influéncia de imunoglobulinas na COVID-19,
utilizamos plataformas multiplex para avaliar a producao de anticorpos IgA, IgG e IgM contra
proteinas do SARS-CoV-2, sendo elas Nucleocapsid, Receptor Binding Domain (RBD), Spike
1 e Spike 2 (Figura 11).
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Figura 11 — Pacientes com tumores hematolégicos e COVID-19 apresentaram baixa producio de

anticorpos contra proteinas do SARS-CoV-2 antes da progressido da doenca. As amostras de sangue foram
coletadas com uma mediana de dois dias ap6s o diagnostico da COVID-19, e o plasma utilizado para a dosagem
anticorpos IgA (A), IgG (B) e IgM (C) contra as proteinas virais Nucleocapisd, Receptor Binding Domain, Spike
1 e Spike 2 do SARS-CoV-2. Os valores estdo representados como mediana e intervalo de confianca de 95% da
intensidade de fluorescéncia, em escala logaritmica. Nos graficos de radar estdo representados os valores médios,
transformados por Ln(X+1), da produgdo de anticorpos para os pacientes com tumores hematologicos (D) ou
tumores solidos (E). Os grupos de pacientes foram definidos a partir do tipo de tumor (s6lido ou hematoldgico) e

pela gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e Métodos. Os dados foram analisados com o teste
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de Mann-Whitney para o grupo de pacientes com tumores hematoldgicos (n = 20) e com o teste de Kruskal-
Wallis seguido do pos-teste de Dunn com correcdo para multiplas comparagdes no caso de pacientes com
tumores solidos (n = 22). p-valores inferiores a 0,1 estdo representados nos graficos.

Fonte: Autoria propria.

De forma geral, pacientes com tumores hematologicos que apresentaram apenas a
forma leve da COVID-19 tiveram maior producdo de anticorpos IgG e IgM contra proteinas
do SARS-CoV-2 em relagdo aos pacientes que faleceram, enquanto ndo foram observadas
diferencas na producao de anticorpos IgA (Figura 11A-D). Dentre pacientes com tumores
solidos, observou-se diferenca apenas na producdo de IgM anti-nucleocapsideo entre
pacientes que faleceram em comparagdo com aqueles que tiveram a forma grave da doenga,
mas se recuperaram (Figura 11C). Adicionalmente, observou-se que a producdo de IgG
contra proteinas do virus ¢ superior em pacientes com tumores solidos que faleceram em
decorréncia da COVID-19, em relagdo ao grupo de pacientes equivalente, mas com tumores
hematologicos (dados ndo destacados).

Em seguida, prosseguimos para a investigacdo de parametros celulares especificos
utilizando como base a técnica de citometria de fluxo multiparamétrica. Para tanto, células
mononucleares de sangue periférico foram descongeladas e marcadas com diferentes
anticorpos. Dois painéis de citometria foram construidos a fim de detalhar populagdes e
subpopulagdes de linfocitos, além de suas caracteristicas de ativagdo, exaustdo, memoria, €
produgdo de citocinas (Tabela 3). Células incubadas com o painel “Intracelular” foram
estimuladas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, além de um bloqueador do Complexo de
Golgi, em etapa posterior. Visto a variedade de populagdes celulares diferencialmente
expressas (considerando um p-valor menor ou igual a 0,05), alguns resultados referentes a
coorte de pacientes com tumores hematoldgicos foram segregados daqueles referentes a
coorte de pacientes com tumores solidos. Destacamos, ainda, que devido a baixa quantidade
de células mononucleares de sangue periférico disponiveis em algumas das amostras, o

numero total de pacientes de ambas as coortes sofreu reducao.
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Tabela 3 — Dicionario dos marcadores de citometria de fluxo utilizados neste trabalho.

Combinac¢io de Marcadores

Interpretacio / Nomenclatura Utilizada

Célula CD19*CD38""

Célula B

Célula PD-1°CD161"

Célula Ativada/Exausta

Célula PD-1"TFN-y"

Célula Ativada/Exausta

Célula PD-1"TL-10"

Célula Ativada/Exausta

Célula PD-1"IL-17A"

Célula Ativada/Exausta

Célula PD-17Ki-67"

Célula Ativada/Exausta

Célula CD19"CD38""CXCR5'CCR6"

Célula B Ativada e Diferenciada

Célula GzB*

Célula com caracteristica de perfil Citotoxico

Célula CD39"

Célula com caracteristica de perfil Regulatorio

Célula IL-10"

Célula com caracteristica de perfil Regulatério

Célula IFN-y*

Célula com caracteristica de perfil “Ty1”

Célula IL-17A"

Célula com caracteristica de perfil “Ty17”

Célula Ki-67"

Célula em processo de proliferagao

Célula TIM-3"

Célula Exausta

Célula PD-1"CTLA-4"

Célula Exausta

Célula PD-1"TOX"

Célula Terminalmente Exausta

Célula TOX TCF-1"

Célula Terminalmente Exausta

Célula TOX'TCF-1"

Célula Terminalmente Exausta

Célula CD56"CD45RO'CCRT

Célula NK Efetora

Célula CD3"CD4"CXCR5 CCR6"

Célula T CD4" Folicular

Célula CD3"CD45RO'CCR7"

Célula T de Memoria Central

Célula CD3"CD4'CD§

Célula T Duplo-Negativa

Célula CD3*CD4"CD8"

Célula T Duplo-Positiva

Célula CD3"CD45RO"CCR7

Célula T Efetora de Memoria

Célula CD3*CXCRS5"CCR6"

Célula T Folicular

Célula CD3"CD45ROCCR7"

Célula T Naive

Célula CD3"CD4"CD25"CD127

Célula T Regulatoria

Célula CD5'CD4°CD25'CD127 FoxP3"

Célula T Regulatoria

Célula CD3"CD4'CD8"CRTH2'CXCR3"

Célula “Ty2” Duplo-Positiva

Célula CD56" Célula NK
Célula CD3" Célula T
Célula CD5'TCRy8" Célula T

Célula CD45"CD3 CD56

Leucocito “Nao-T”

Célula CD5'CD3"

Linfocito

Fonte: Autoria propria.
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Iniciamos a investigacdo utilizando um algoritmo de andlise ndo-supervisionada de
dados, o Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP), aplicado na populagdo de
linfécitos caracterizada em Material e Métodos (Figura 2). O UMAP ¢ uma ferramenta capaz
de organizar e projetar geograficamente os eventos a partir de seus atributos, agrupando ou
segregando eventos com base em suas caracteristicas.

Com esses dados em maos, utilizamos marcadores cldssicos para identificar as
principais populagdes de linfocitos (células T, células B, e células NK), e determinamos suas

respectivas frequéncias (Figura 12).
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Figura 12 — Avaliacdo nio supervisionada dos dados de citometria indica subpopulacdes de células B
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diferencialmente expressas entre pacientes com tumores solidos. Células mononucleares de sangue periférico

foram descongeladas, estimuladas por quatorze horas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 (apenas no caso do

63



painel “Intracelular”), incubadas com Brefeldina A durante quatro horas, ¢ marcadas com diferentes painéis de
anticorpos para citometria, segundo descrito em Material e Métodos. Dados de citometria foram analisados com
um algoritmo de andlise ndo supervisionada (Uniform Manifold Approximation and Projection - UMAP), que
agrupa os eventos de acordo com sua similaridade. As estratégias de analise das populag¢des e subpopulacdes de
linfocitos estdo descritas em Material ¢ Métodos. Representacdo da distribui¢ao de células oriundas de pacientes
com COVID Leve (Verde) e COVID Grave + Obito (Vermelho) (A), das frequéncias das principais
subpopulagdes celulares, incluindo células T CD4*, células T CD8", células B e células NK (B). Representagéo
da distribui¢c@o de células oriundas de pacientes com tumores sélidos e COVID Leve (Verde), COVID Grave +
Recuperagio (Azul) e COVID Grave + Obito (Vermelho), de acordo com os painéis “Exaustdo” (C) ou
“Intracelular” (E). Representagdo das frequéncias das principais subpopulac¢des celulares, incluindo células T
CD4*, células T CDS8", células T Duplo-Negativas (CD4CD8"), células T TCRyd", células NK e células B, de

~ 9

acordo com os painéis “Exaustdo” (D) “Intracelular” (F). Representagdo de 25 subpopulagdes e suas frequéncias

de acordo com os algoritmos X-Shift e Cluster Explorer, com destaque para populagdes diferencialmente

~ 9

expressas entre os trés grupos de pacientes com tumores so6lidos, referentes ao painel “Exaustdo” (G). Os grupos

de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material ¢ Métodos. Os
dados estdo apresentados como mediana e seus respectivos intervalos de confianca de 95% e foram analisados
com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn com correcdo para multiplas comparacdes. p-
valores inferiores a 0,1 estdo representados nos graficos. Coorte de tumores hematologicos: Painel “Exaustdo”: n
=9 (COVID Leve); n = 6 (COVID Grave + Obito). Coorte de tumores solidos: Painel “Exaustio” n = 7
(COVID Leve); n =7 (COVID Grave + Recuperagio); n =5 (COVID Grave + Obito). Painel “Intracelular”: n =
4 (COVID Leve); n =5 (COVID Grave + Recuperagio); n = 3 (COVID Grave + Obito).

A avaliacdo da frequéncia das principais populagdes, com base no painel “Exaustao”,
revelou proporgdes semelhantes de linfocitos T CD4" ¢ CD8” entre pacientes oncoldgicos de
forma geral (Figura 12A-D). Ja no painel “Intracelular”, utilizado apenas para as amostras de
pacientes com tumores sdlidos, verificamos uma propor¢do mais elevada de células ndo
identificadas, possivelmente revelada pela falta de marcadores especificos para populagdes de
células B (Figura 12E-F). Em seguida, aplicamos os algoritmos X-Shift e Cluster Explorer
sob os dados de ambas as coortes. Em decorréncia da auséncia de diferengas nas propor¢des
de subpopulacdes de linfoécitos entre pacientes com tumores hematoldgicos, apenas os dados
da coorte de pacientes com tumores solidos estdo representados. Sendo assim, em pacientes
com tumores solidos observamos uma elevacdo de subpopulagdes de células B entre
individuos que vieram a 6bito em decorréncia da COVID-19, além de uma populagdo de
células T CD8" naive entre pacientes que apresentaram apenas a forma leve da doenca
(Figura 12G).

A partir disso realizamos analises supervisionadas para determinar o perfil imune dos

pacientes, com o objetivo de complementar a avaliagdo das populagdes encontradas nas

64



analises ndo-supervisionadas. Inicialmente, investigamos as populagdes celulares de pacientes
com tumores hematoldgicos, comparando aqueles que faleceram em decorréncia da COVID-

19 com os que apresentaram apenas a forma leve da doenca (Figura 13).
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Figura 13 — Analise dos dados de citometria de fluxo revela que pacientes com tumores hematolégicos que
apresentaram COVID-19 leve possuem frequéncias elevadas de células B ativadas e diferenciadas. Células
mononucleares de sangue periférico foram descongeladas e marcadas com o painel “Exaustdo”, segundo descrito
em Material e Métodos. As estratégias de analise das populagdes e subpopulacdes de linfocitos também estdo
descritas em Material e Métodos. Os graficos em violino representam a frequéncia das populacdes
diferencialmente expressas entre grupos COVID Grave + Obito (Vermelho; n = 6) (A) e COVID Leve (Verde; n
= 9) (B). Os grupos de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em
Material e Métodos. Os dados estdo apresentados como mediana e seus respectivos intervalos de confianga de
95% e foram analisados com o teste de Mann-Whitney.

Fonte: Autoria propria.
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Entre pacientes que faleceram em decorréncia da COVID-19, observou-se um claro
padrao de aumento na presenca de “leucocitos ndo-T”, células NK, e células T duplo-positivas
(CD4°CD8") que expressam o marcador CRTH2. Além disso, observou-se aumento na
frequéncia de células T expressando marcadores associados a exaustdo celular (Figura 12A).
Pacientes que apresentaram apenas a forma leve da COVID-19 mostraram outro padrdo de
células circulantes, com frequéncias mais elevadas de células T no geral, células T
expressando o marcador CD161, e células B expressando os marcadores CXCRS e CCR6,
denominadas aqui como “células B ativadas e diferenciadas”. Curiosamente, esses pacientes
também apresentaram uma populagdo de células T regulatdrias expressando o marcador CD95
(Figura 13B).

Entre pacientes com tumores solidos, por sua vez, observamos trés padroes distintos

de células imunes circulantes (Figura 14).
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Figura 14 — Avaliagcdo supervisionada dos dados de citometria de fluxo indica trés perfis distintos de
subpopulacdes de linfocitos entre pacientes com tumores solidos e diferentes apresentacdes clinicas da
COVID-19. Células mononucleares de sangue periférico foram descongeladas, estimuladas por quatorze horas
com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 (apenas no caso do painel “Intracelular”), incubadas com brefeldina A
durante quatro horas, e marcadas com diferentes painéis de anticorpos para citometria, segundo descrito em
Material e Métodos. As estratégias de analise das populagdes e subpopulagdes de linfocitos também estdo
descritas em Material e Métodos. Representacdo das populagdes com frequéncias elevadas entre individuos do
grupo COVID Grave + Obito (A), COVID Grave + Recuperagio (B), ¢ COVID Leve (C). Os grupos de
pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e Métodos. Os
dados estdo apresentados como mediana e seus respectivos intervalos de confianga de 95% e foram analisados
com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn com correcdo para multiplas comparacdes. p-
valores inferiores a 0,1 estdo representados nos graficos. Painel “Exaustdo” m = 7 (COVID Leve); n = 7
(COVID Grave + Recuperagio); n = 5 (COVID Grave + Obito). Painel “Intracelular”: n =4 (COVID Leve); n =
5 (COVID Grave + Recuperagio); n = 3 (COVID Grave + Obito).

Fonte: Autoria propria.

Curiosamente, pacientes com tumores soOlidos que faleceram em decorréncia da
COVID-19 apresentaram frequéncias mais elevadas de células B, e células T expressando os
marcadores CXCR5 e CCR6, que estdo associadas tanto a funcdo de células foliculares
quanto ao perfil Tul7%+%%. Além disso, esses pacientes apresentaram diversas subpopula¢des
de células B, células T TCRyd" e TCRyd expressando marcadores associados aos processos
de exaustdo e proliferacdo, algumas das quais ainda apresentavam capacidade de producao de
IL-10, IFN-y, ou IL-17A (Figura 14A).

Entre pacientes que tiveram COVID-19 grave mas se recuperaram da doenca,
destacaram-se multiplas populagdes de células NK, desde as ativadas, até as que
apresentavam diferentes capacidades de produgdo de Granzima B, IL-10, IL-17A, e IFN-y.

Além disso, esses pacientes apresentaram frequéncias mais elevadas de linfocitos TCRyS" e
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células T regulatorias produtoras de IL-10 (Figura 14B).

Jé& entre pacientes que apresentaram apenas a forma leve da COVID-19, observou-se a
maior frequéncia de células T TCRyS" naive, células NK produtoras de Granzima B, e células
T regulatorias efetoras de memoria (Figura 14C).

Por fim, associamos os parametros diferencialmente expressos entre os grupos de
pacientes oncoldgicos com diferentes desfechos da COVID-19 para a geracdo de heatmaps
baseados em agrupamentos nao-supervisionados, e para a Analise de Componentes Principais
(PCA). A fim de reduzir possiveis vieses, pareamos amostras dos ensaios referentes aos perfis
imunes humoral e celular, selecionando apenas os fatores imunes soluveis que apresentaram
p-valores inferiores a 0,05 na comparacdo entre os grupos. Os parametros comorbidades,
presenca ou auséncia de leucopenia na data do diagnostico da COVID-19, tratamento
antitumoral um més antes do diagndstico da COVID-19, pontuagao ECOG, estadiamento
tumoral, e sexo do individuo também foram utilizados nesta analise.

Os resultados abaixo foram obtidos a partir dos parametros diferencialmente expressos
entre pacientes com tumores hematoldgicos dos grupos COVID Leve e COVID Grave +

Obito, considerando p-valores inferiores a 0,05 (Figura 15).
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Figura 15 — Fatores imunes soluveis e celulares foram os principais determinantes do desfecho da COVID-
19 entre pacientes com tumores hematologicos. Dados referentes as dosagens de analitos soluveis e fatores

celulares com expressio diferencial entre pacientes com COVID Leve (n = 9) e COVID Grave + Obito (n = 6)
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(considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05), foram transformados por Ln(X+1) e analisados com
algoritmos de agrupamentos ndo-supervisionados. Para a constru¢do do mapa de calor (A), tanto as linhas quanto
as colunas foram agrupadas de acordo com a distdncia Manhattan e a ligacdo tipo Ward. Fatores categoricos
como idade, uso de terapia antitumoral, comorbidades, pontuagio ECOG, sexo, presenca de leucopenia e
estadiamento tumoral também foram considerados para a analise. A analise de componentes principais (B)
demonstra a distribuicdo dos individuos de acordo com a gravidade da COVID-19, assim como os principais
fatores que contribuiram para explicar as varidncias observadas nas dimensdes um (Diml) e dois (Dim2). Os
grupos de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e
Meétodos.

*Considerando até um més antes do diagnostico da infec¢do por SARS-CoV-2.

Fonte: Autoria propria.

Apesar dos diversos parametros clinicos categéricos utilizados na analise de
agrupamentos ndo supervisionada, as principais diferencas observadas estavam associadas aos
parametros imunolédgicos investigados neste trabalho. Observou-se a formacao de dois grupos
com caracteristicas distintas, onde aqueles individuos que, proximo ao diagndstico da
COVID-19, apresentaram maior producdo de anticorpos, contagem de linfocitos e leucocitos,
e frequéncias de células T expressando o marcador CD161 e células B ativadas e
diferenciadas, tiveram apenas a forma leve da doenga. Por outro lado, pacientes que, no
mesmo contexto, apresentaram concentragoes elevadas de parametros imunes soluveis de
forma geral, e maior frequéncia de células NK, células T duplo-positivas expressando o
marcador CRTH2, e linfocitos com marcadores associados a exaustao, tiveram maior chance
de obito (Figura 15A).

A andlise de componentes principais também trouxe resultados semelhantes, onde
pacientes com diferentes desfechos da COVID-19 foram mapeados em duas areas bastante
distintas. Observa-se, ainda, que os fatores de maior variabilidade nos grupos COVID Leve e
COVID Grave + Obito foram essencialmente os mesmos encontrados na analise de
agrupamentos nao supervisionada. Adicionalmente, analises de componentes principais ainda
indicam fatores que apresentam correlacdes positivas ou negativas. No caso acima,
observaram-se quatro quadrantes bem definidos, onde, de forma geral, contagens de linfocitos
se correlacionaram negativamente com a concentragdo de citocinas, e a producdo de
anticorpos se correlacionou negativamente com a presenga de células expressando marcadores
associados a perfis de exaustdo (Figura 15B).

De forma analoga, realizamos as andlises de componentes principais e de agrupamentos

ndo-supervisionadas dos parametros diferencialmente expressos entre pacientes com tumores
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solidos, considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05. Visto que a plataforma ClustVis
adiciona dados imputados a células vazias (a fim de evitar valores indisponiveis), os dados
utilizados para as analises abaixo ndo levaram em considera¢ao o painel “Intracelular”, cujo

numero de pacientes era menor (Figura 16).
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Figura 16 — Fatores imunes soluveis e celulares foram os principais determinantes do desfecho da COVID-
19 entre pacientes com tumores solidos. Dados referentes as dosagens de analitos soluveis e fatores celulares

com expressdo diferencial entre pacientes com COVID Leve (n = 7), COVID Grave + Recuperagdo (n = 7) e
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COVID Grave + Obito (n = 5) (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05), foram transformados por
Ln(X+1) e analisados com algoritmos de agrupamentos nado-supervisionados. Para a construgdo do mapa de
calor (A), tanto as linhas quanto as colunas foram agrupadas de acordo com a distdncia Canberra ¢ a ligagao tipo
Ward. Fatores categéricos como idade, uso de terapia antitumoral, comorbidades, pontuagio ECOG, sexo,
presenga de leucopenia, e estadiamento tumoral também foram considerados para a analise. A analise de
componentes principais (B) demonstra a distribui¢do dos individuos de acordo com a gravidade da COVID-19,
assim como os principais fatores que contribuiram para explicar as variancias observadas nas dimensdes um
(Diml) e dois (Dim2). Os grupos de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo
descrito em Material e Métodos.

*Considerando até um més antes do diagnostico da infec¢do por SARS-CoV-2.

Fonte: Autoria propria.

No caso de pacientes com tumores sélidos, observou-se a formagdao de trés
agrupamentos baseados nos pardmetros imunes avaliados, sem que varidveis categoricas
apresentassem uma clara segregacdo entre os pacientes e seus respectivos desfechos da
COVID-19. Em um dos grupos observamos a presenca de quase todos os pacientes que
apresentaram apenas a forma leve da COVID-19, assim como alguns dos que se recuperaram
da doenca grave. Nesse grupo destacaram-se a presenca elevada de células NK efetoras, assim
como cé¢lulas T regulatdrias efetoras de memoria (Figura 16A).

Num segundo grupo, que reuniu a maioria dos pacientes que se recuperaram da forma
grave da COVID-19, além de um individuo que apresentou a forma leve da doenca,
destacaram-se a frequéncia elevada de “leucdcitos nao-T”, Células NK efetoras, e a producao
elevada de IL-15 e IL-6, porém baixa de CXCLS (Figura 16A).

No grupo onde ficaram todos os pacientes que faleceram em decorréncia da COVID-19,
destacaram-se nao apenas a produgdo elevada de IL-15, IL-6 e, especialmente, CXCL8, mas
também frequéncias mais altas de células B, células T positivas para CD39, e células T ¢ B
com marcadores associados a processos de exaustdo (Figura 16A).

Ja a analise de componentes principais revelou bastante sobreposicao entre os grupos,
mas, ainda assim, destacou fatores com associagdes negativas. Dentre eles, destacaram-se a
interacdo negativa entre a frequéncia células T regulatorias efetoras de memoria e a
frequéncia de células com marcadores associados a exaustio (Figura 16B).

A fim de aprofundarmos a investigacao, procedemos ao estudo de possiveis mecanismos

envolvidos na progressao da COVID-19 em pacientes oncologicos.
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4.3 INVESTIGACAO DOS MECANISMOS IMUNES DA COVID-19 EM
PACIENTES ONCOLOGICOS

Muito embora varios estudos sobre os mecanismos da progressdo da COVID-19 tenham
sido publicados, poucos possuem foco em populagdes com cancer. Até entdo, o principal
mecanismo associado a COVID-19 grave ¢ a sindrome de liberagcdo de citocinas, na qual se
observa papel predominante de IFN-y, IL-6, IL-12A e TNFa?®. Visto que ndo encontramos
diferencas entre as dosagens plasmaticas dessas citocinas — a excec¢do da IL-6 — e a
possibilidade de que outros mecanismos estejam envolvidos na progressdao da doenga entre
pacientes oncoldgicos, verificamos como os diversos parametros avaliados nesse trabalho se
correlacionam.

Para tanto, foram construidas matrizes de correlagdo de Spearman, onde as interagdes
com p-valores superiores a 0,05 foram sombreadas, destacando, assim, as demais interagdes
(Apéndices 1 e 2). As redes de correlacdo, por sua vez, foram construidas considerando
apenas as correlagdes com p-valor inferior a 0,05. Em ambos os casos, utilizamos como base
um agregado de resultados, que consistiu em todos os fatores soliveis avaliados no plasma, as
contagens de neutrofilos, monoécitos e plaquetas, e todas as populacdes celulares
diferencialmente expressas de acordo com os ensaios de citometria de fluxo.

Iniciamos com a andlise dos parametros observados nos grupos de pacientes com
tumores hematoldgicos, considerando apenas individuos que apresentavam amostras pareadas
das andlises dos perfis humoral e celular. Devido a grande quantidade de correlagdes com p-
valores inferiores a 0,05 encontrada, parametros com caracteristicas semelhantes foram
agrupados para a constru¢do das redes de correlacdo, que ainda foram segregadas a fim de
destacar com maior clareza apenas as correlagdes positivas, ou apenas as negativas (Figura
17). Matrizes de correlagdo com as todas as interagdes entre fatores individuais podem ser

observadas ao final deste trabalho (Apéndices 1 e 2).
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Figura 17 — Analises de correlaciio indicam que a resposta humoral ineficiente estd associada ao 6bito entre pacientes com tumores hematolégicos. Fatores
com expressdo diferencial entre pacientes com COVID Leve e COVID Grave + Obito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05), foram utilizados para
construir matrizes de correlagdo de Spearman, evidenciando as interagdes com p-valores inferiores a 0,05. Essas interagcdes foram utilizadas para a construgio de
redes de correlagdo positivas (representadas por linhas vermelhas) e negativas (representadas por linhas azuis), onde o tamanho das esferas aumenta de acordo com o
nimero de interagdes realizadas pelo grupo de fatores, e a espessura das linhas em Jloop indica o mimero de correlagdes que os fatores realizam entre si.
Representacio das redes de correlagdes positivas do grupo COVID Leve e COVID Grave + Obito (A). Representagdo das redes de correlagdes negativas do grupo
COVID Leve e COVID Grave + Obito (B). Os grupos de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material ¢ Métodos.
Fatores com caracteristicas semelhantes foram agrupados, sendo que: “Anticorpos” se referem a IgA, IgG, e IgM especificos contra as proteinas Nucleocapisd,
Spike 1, Spike 2 ou Receptor Binding Domain do SARS-CoV-2; “Células B Ativadas” sdo células CD19"CD38"”-CXCR5"CCR6"; “Células CD161*” sdo células
CD3"CD1617CD95 ou células CD3"CD4"CD1617CD95; “Células Exaustas” se referem a qualquer linfocito positivo para os marcadores PD-1, CLTA-4, ou TIM-
3, excetuando-se células Trg; “Células NK” sfo células CD45"CD56°CD3; “Células Tu2” sdo células CD3"CD4"CD8"CRTH2"CXCR3"; “Fatores de
Crescimento” correspondem as moléculas CSF3, FGF2, PDGFB e VEGFA; “Fatores de Recrutamento” correspondem as moléculas CCL2, CCL3, CCL4,
CCL11, CXCLS8 e CXCL10; “Fatores Regulatérios” correspondem as moléculas IL-1RN e IL-10; “Fatores Tul7” dizem respeito a IL-17A; “Fatores Tu2”
correspondem as moléculas IL-4, IL-5 e IL-13; “Indutores de Inflamacio” representam IL-1B, IL-6 e Proteina C Reativa; “Indutores de Proliferacio”
correspondem a IL-2, IL-7 e IL-9; “Leucécitos ‘Nao-T’” sio células CD45*CD3 TCRy5"; “Treg Ativada” sio células CD4"CD25*CD127"°% PD-1*, CD95", ou TIM-
3*; “Contagem” diz respeito ao niimero de Mondcitos, Neutréfilos ou Plaquetas por mm? de sangue. n =9 (COVID Leve) e n = 6 (COVID Grave + Obito).

Fonte: Autoria propria.
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A comparacdo entre as redes de correlagdo dos grupos COVID Leve e COVID Grave
+ Obito demonstrou padrdes diferentes de interacdes entre anticorpos, células em geral, e
fatores soluveis, com pouca sobreposicao entre as redes dos dois grupos (Figura 17). Na rede
de correlagdes positivas, observou-se uma grande queda no numero de interagdes entre
diferentes tipos de anticorpos na comparagdo entre pacientes que apresentaram COVID-19
leve e os que vieram a Obito em decorréncia da doenca (Figura 17A). Além disso, a
participacgdo de diversos grupos celulares € muito mais evidente entre pacientes que obtiveram
desfechos mais favoraveis, enquanto individuos que vieram a Obito apresentaram redes
intricadas entre diversos fatores imunes soluveis, incluindo diversas quimiocinas e indutores
de inflamacdo, como IL-6, e Proteina C Reativa (Figura 17A, Apéndice 1). Outro destaque
foram as cé¢lulas T regulatérias ativadas, que apresentaram muito mais correlacdes entre
individuos com COVID-19 leve, em relagao aos que faleceram (Figura 17A).

Ja na rede de correlagdes negativas, ficou destacado, em ambos os casos, a relacdo
oposta entre a presen¢a de células exaustas e a producdo de anticorpos (Figura 17B). Células
exaustas, no entanto, pareceram exercer influéncia muito mais abrangente na resposta imune
de pacientes que vieram a obito em decorréncia da COVID-19. Por outro lado, em individuos
que apresentaram apenas COVID-19 leve, a importancia de células T regulatorias ativadas foi
destacada (Figura 17B). Além disso, de forma geral, a for¢a das correlagdes — positivas ou
negativas — foram mais elevadas entre pacientes do grupo COVID Grave + Obito do que no
grupo COVID Leve (Figura 17).

A seguir, a mesma metodologia foi utilizada para avaliar as redes de interagdo entre os

diferentes grupos de pacientes com tumores solidos (Figura 18).
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Figura 18 — Analises de correlacio indicam que a falta de regulacio imune eficiente se associa ao 6bito entre pacientes com tumores sélidos. Fatores com
expressio diferencial entre pacientes com COVID Leve, COVID Grave + Recuperagio e COVID Grave + Obito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05)
foram utilizados para construir matrizes de correlacdo de Spearman, evidenciando as interagdes com p-valores inferiores a 0,05. As interagdes destacadas foram
utilizadas para a construgdo de redes de correlagdo positivas (representadas por linhas vermelhas) ¢ negativas (representadas por linhas azuis), onde o tamanho das
esferas aumenta de acordo com o niimero de interagdes realizadas pelo grupo de fatores. Representagdo das redes de correlagdo positivas relativas aos dados pareados
humorais e celulares de pacientes do grupo COVID Leve, COVID Grave + Recuperagio, e COVID Grave + Obito (A). Representagdo das redes de correlagio
negativas relativas aos dados pareados humorais e celulares de pacientes do grupo COVID Leve, COVID Grave + Recuperagio, ¢ COVID Grave + Obito (B). Os
grupos de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e Métodos. Fatores com caracteristicas semelhantes foram
agrupados, sendo que: “Anticorpos” se referem a IgA, IgG, e IgM especificos contra as proteinas Nucleocapisd, Spike 1, Spike 2 ou Receptor Binding Domain do
SARS-CoV-2; “Células B” sdo células CD45"CD19"CD38"; “Células CD39™” sdo células CD39*PD-1- CD4" ou CD8"; “Células de Meméria” sio células
CD8"CD45RO*CCR7* ou CD56"CD45RO"CCR7-; “Células Naive” representam células T TCRy3*CD45ROCCR7"; “Células Exaustas” se referem a qualquer
linfocito positivo para os marcadores PD-1, CLTA-4, TCF-1 ou TOX, excetuando-se células Trg; “Células Exaustas/Em Proliferaciio” se referem a qualquer
linfocito PD-17Ki-67%, excetuando-se células Tree; “Células IL-10*” representam qualquer linfocito positivo para IL-10; “Células IL-10" Exaustas” representam
qualquer linfécito PD-17IL-10";  “Células NK  Ativadas” sdo células CD56'CD3'GzB'IFN-y;  “Células  Regulatérias” sdo células
CD4*CD25*CD127°*CD45RO*CCR7- ou células CD4*CD25*CD127"°*FoxP3*IL-10"GzB"; “Células Tul” sdo células CD56'IFN-y*GzB- ou CD56'IFN-y*GzB™;
“Células Tul Exaustas” sdo células T TCRy3'TFN-y"PD-17; “Células Tul7” sdo células CD56'IL-17A"GzB™ ou Células T CXCR5'CCR6"; “Fatores de
Cresimento” correspondem as moléculas CSF3, FGF2, PDGFB e VEGFA; “Fatores de Recrutamento” correspondem as moléculas CCL2, CCL3, CCL4, CCLI11,
CXCL8 e CXCL10; “Fatores Regulatorios” correspondem as moléculas IL-1RN e IL-10; “Fatores Tul” correspondem as moléculas IFN-y, IL-12A, IL-15 ¢
TNFa; “Fatores Tul7” dizem respeito a IL-17A; “Fatores Tu2” correspondem as moléculas IL-4, IL-5 ¢ IL-13; “Indutores de Inflamac¢ao” representam IL-10,
IL-6 e Proteina C Reativa; “Indutores de Proliferacio” correspondem a IL-2, IL-7 e IL-9; “Leucécitos ‘Nao-T’” sdo células CD45°CD3 TCRy6; “Cont.” diz
respeito a contagem de Monocitos, Neutrofilos ou Plaquetas por mm? de sangue. n =7 (COVID Leve); n = 7 (COVID Grave + Recuperacdo); n =5 (COVID Grave
+ Obito).

Fonte: Autoria propria.
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Observa-se que as redes de correlacdo entre pacientes dos grupos COVID Leve e
COVID Grave + Recuperacao possuem maior grau de sobreposicao em relagdo aos individuos
cujo desfecho da doenga foi o 6bito. No geral, observamos uma queda gradual na influéncia
de células e fatores regulatorios de acordo com o aumento da gravidade da COVID-19, tanto
nas redes de correlagdes positivas quanto nas de correlacdes negativas (Figura 18). Fatores
regulatorios (como IL-1RN e IL-10), ou células T regulatérias de forma geral apresentaram
interacdes com células de diversos perfis diferentes — das naive as exaustas, nos trés grupos
avaliados. Por outro lado, pacientes que tiveram desfechos positivos da COVID-19
apresentaram diversas interagdes entre mecanismos de regulagdo imune e células exaustas, as
quais estdo ausentes nos pacientes cujo desfecho foi o obito.

Outras interacdes de destaque incluiram anticorpos, onde observa-se o aumento do
numero de interagdes entre as diversas classes de imunoglobulinas na comparacao dos grupos
COVID Leve e COVID Grave + Recuperagdo, com redugdo entre pacientes do grupo COVID
Grave + Obito (Figura 18A). Além disso, de forma semelhante ao observado entre pacientes
com tumores hematologicos, individuos com tumores so6lidos também apresentaram
interacOes negativas entre anticorpos e células exaustas, independente do desfecho da
COVID-19 (Figura 18B). Por fim, outro fator em comum foi o aumento da for¢a das
correlagcdes — positivas e negativas — entre pacientes que vieram a Obito em decorréncia da
COVID-19.

Visto a vasta gama de diferencas observadas entre diversos pardmetros imunes de

pacientes diferentes desfechos da COVID-19, prosseguimos ao estudo de modelos preditivos.

44 PREDICAO DO DESFECHO DA COVID-19 EM PACIENTES
ONCOLOGICOS

A fim de identificar fatores capazes de predizer o resultado da COVID-19 em pacientes
oncolédgicos ainda nos primeiros dias apds a confirmagdo do diagndstico da infecgdo por
SARS-CoV-2, recorremos a plataforma MetaboAnalyst. Todos os dados analisados neste
trabalho foram utilizados para a construgdo de modelos preditivos, mas, devido ao maior
numero de amostras disponiveis nos ensaios de dosagem da concentracdo de fatores imunes
circulantes no plasma, apresentamos os modelos mais robustos obtidos. Além disso,
segregamos os grupos entre ‘“Pacientes Recuperados” e “Pacientes Falecidos” baseado no

desfecho da COVID-19 (Figura 19).
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Figura 19 — Modelos de Florestas Randomicas e de Curvas ROC indicam CXCL8 como um potencial
preditor de morte para pacientes oncologicos infectados pelo SARS-CoV-2. Os dados de prontudrios

eletronicos e de ensaios multiplex para a detec¢ao de analitos soluveis e anticorpos foram utilizados como base
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para a analise de Florestas Randdémicas ou a construcdo de curvas ROC. Os graficos demonstram a importancia
de cada fator para segregar os desfechos recuperagio e obito entre pacientes com tumores hematologicos (A) ou
tumores solidos (B). As curvas ROC representam a Area sob a Curva, os intervalos de confianca de 95% das
areas, os p-valores, o R? de Tjur, ¢ a razdo de chance de 6bito para pacientes com tumores hematolégicos (C),
tumores sélidos (D), ou pacientes oncologicos de forma geral (E). Os graficos de linha representam a influéncia
da concentragdo dos fatores selecionados na probabilidade de morte do paciente, enquanto as linhas azuis
indicam pontos de corte sugeridos, de acordo com o modelo utilizado. Pacientes que sobreviveram estao
representados em verde, e os que faleceram, em vermelho. Aos dados foi aplicado o modelo de crescimento de
Gompertz, que melhor se adequou a sua distribui¢do, e cujas variaveis estdo representadas junto aos graficos. Em
(A) e (C), n = 14 para o desfecho recuperagdo ¢ n = 6 para o desfecho d6bito; Em (B) ¢ (D), n = 17 para o
desfecho recuperagdo e n = 5 para o desfecho 6bito; Em (E), n = 31 para o desfecho recuperagido e n = 11 para o
desfecho o6bito. Os modelos utilizados sdo explicados em detalhes em Material e Métodos. Os grupos de
pacientes foram definidos a partir do tipo de tumor (sélido ou hematologico) e da gravidade da COVID-19,
segundo descrito em Material e Métodos. IC = Intervalo de Confianca de 95%; PCR = Proteina C Reativa; RC =
Razdo de Chance.

Fonte: Autoria propria.

Os primeiros graficos representam, em ordem decrescente, os pardmetros mais
importantes para segregar pacientes cujo desfecho da COVID-19 cujo desfecho foi o 6bito.
Observa-se que, entre pacientes com tumores hematologicos, os parametros mais importantes
para classificar diferencialmente individuos que se recuperaram da doenga foram a producao
de anticorpos IgG contra proteinas do SARS-CoV-2. Por outro lado, pacientes recém-
diagnosticados apresentaram maior risco de obito baseado na concentracdo elevada de fatores
relacionados ao recrutamento de células imunes e inflamacdo de fase inicial, como as
quimiocinas CXCL8, CCL3 e CCL2, o fator de crescimento VEGFA, as citocinas IL-1p e IL-
6, ¢ a proteina C reativa (Figura 19A-B).

De forma semelhante ao observado em pacientes com tumores hematologicos, o
modelo de Random Forests também apontou a producao de anticorpos contra proteinas virais
como um importante fator para a predigao da recuperacao dos pacientes com tumores sélidos,
enquanto fatores de recrutamento e ativacao celular, como CXCLS, IL-6, CXCL10, VEGFA e
TNFa indicaram mau prognostico entre os recém-diagnosticados com COVID-19.

Um segundo tipo de modelo, baseado em Receiver Operating Characteristic curves
(chamados aqui de curvas ROC), foi construido utilizando os dados supracitados. Dado o
grande numero de pardmetros com alta capacidade preditiva — definida aqui pela area abaixo
da curva (AUC) de 0,85 ou mais — selecionamos apenas um fator com maior valor preditivo e

que melhor segregaria os grupos (Figura 19C-E).
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A partir do modelo matematico foram construidos os graficos de probabilidade
prevista e o de especificidade versus sensibilidade, classicamente utilizado em modelos de
curvas ROC.

Os graficos de probabilidade prevista determinam, a partir da dosagem de um
determinado pardmetro obtido no sangue do individuo, qual a probabilidade do desfecho
“Obito”. No grafico também foram adicionados pontos de corte sugeridos, capazes de
determinar o desfecho Obito entre pacientes da presente coorte. Ja os graficos para curvas
ROC apresentam: i) os dados de area abaixo da curva; ii) o intervalo de confianga de 95% da
area calculada; iii) o p-valor (em comparag¢do a um modelo cuja area abaixo da curva seria de
valor 0,5); iv) o R? de Tjur, como indicativo de correlacdo entre o parametro e o desfecho; e
v) a Razdao de Chance, levando-se em consideragao cada acréscimo de 1pg/mL do analito
avaliado.

De acordo com o modelo de curvas ROC, CXCL8 ¢ VEGFA foram dois dos fatores
com maior area abaixo da curva, considerando apenas pacientes com tumores hematoldgicos
e diagnostico recente de infecgdo por SARS-CoV-2 (Figura 19C e dados nao apresentados).
J& para pacientes com tumores s6lidos recém-diagnosticados com SARS-CoV-2, CXCLS8 e IL-
6 apresentaram as areas abaixo da curva mais elevadas (Figura 19D e dados néo
apresentados). Entretanto, como observa-se nos graficos de probabilidade prevista, os pontos
de corte que separam pacientes com desfechos favoraveis ou desfavordveis sdo bastante
proximos (Figura 19D). Ainda assim, observou-se que CXCLS8 e IL-6 possuem as maiores
areas sob a curva quando consideramos pacientes oncoldgicos de forma geral (Figura 19E e

dados nio apresentados).
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5. DISCUSSAO

Durante a execugdo deste trabalho reunimos diversas informagdes acerca da resposta
imune de pacientes com céancer contra a infec¢do pelo SARS-CoV-2. Muito embora nao
tivéssemos a nossa disposi¢ao anticorpos para realizar avaliagcdes aprofundadas sobre algumas
populagdes celulares, identificamos caracteristicas importantes do estado geral da resposta
imune de pacientes oncologicos com COVID-19.

Visto a ampla gama de resultados encontrados, decidimos por segregar a discussdo em
subtopicos e realizar um apanhado geral ao final de cada secdo, com o objetivo de facilitar a

leitura e interpretacdo dos dados.

5.1 ASPECTOS COMUNS DA RESPOSTA IMUNE FRENTE AO SARS-
CoV-2 EM PACIENTES ONCOLOGICOS

Muito embora nossos achados — assim como dados da literatura — indiquem que
pacientes com tumores solidos e tumores hematologicos apresentem perfis imunes distintos
durante a COVID-19, também observamos alguns padrdes em comum.

Por exemplo, nas avaliagdes bioquimicas e hematologicas, pacientes oncologicos nao
apresentaram diferengas significativas nas contagens de neutrofilos ou plaquetas — fatores
associados a gravidade da COVID-19 em individuos da populagio geral®
independentemente do desfecho da doenca (Figura 8). Outro fator de risco, a presenga de
multiplas comorbidades®® ndo foi diferente entre pacientes que sobreviveram e os que
faleceram, tanto na coorte de pacientes com tumores hematoldgicos, quanto na de tumores
solidos. De fato, pacientes com tumores hematologicos que sobreviveram apresentaram
mediana de uma comorbidade, contra 2,5 entre individuos que vieram a 6bito (p-valor =
0,0939 no teste de Mann-Whitney e p-valor = 0,1778 no teste exato de Fisher, ao comparar
individuos com até uma comorbidade contra os que possuiam duas ou mais comorbidades). J&
entre pacientes com tumores soélidos, tanto individuos que sobreviveram quanto os que
faleceram apresentaram mediana de duas comorbidades (p-valor = 0,7447 no teste de Mann-
Whitney e p-valor > 0.9999 no teste exato de Fisher, ao comparar individuos com até uma
comorbidade contra os que possuiam duas ou mais comorbidades). E possivel que a auséncia
de influéncia das multiplas comorbidades no presente estudo esteja relacionada exatamente as
caracteristicas da coorte, visto que tanto a incidéncia de cancer como a de comorbidades estao

associadas ao avancgo da idade’®®’. Além disso, o Brasil em particular é um pais com alta
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incidéncia de doengas cardiovasculares, pulmonares e renais cronicas, assim como de diabetes
e obesidade®”®8. Como a coorte deste estudo foi bastante especifica e predominantemente
representada por individuos com 50 anos ou mais, € possivel que a faixa de idade restrita
tenha influenciado o resultado destoante do observado na populagdo geral.

Ainda assim, outra caracteristica em comum entre pacientes de ambas as coortes foi o
estado das células mononucleares de sangue periférico. Ensaios de citometria de fluxo
indicaram que a ativagdo excessiva e/ou exaustdo sao caracteristicas em comum nas respostas
imunes frente a infecgao por SARS-CoV-2, independente dos individuos apresentarem tumores
hematologicos ou tumores sélidos. Entre pacientes cujo desfecho da COVID-19 foi o 6bito,
observou-se que hd um padrao de expressdo elevado dos marcadores CTLA-4, PD-1, TIM-3 e
TOX, muito embora células PD-1" estejam presentes em pacientes cujo desfecho da COVID-
19 foi mais favoravel (Figuras 12 e 13). O aumento da expressao de marcadores associados a
exaustdo em células teciduais e da circulagdo foi descrito tanto entre pacientes da populagdo
geral diagnosticados com COVID-19, quanto aqueles que apresentam COVID-19 e
cancer’»*3*, Portanto, a ativacio e possivel exaustdo de células imunes parece ser um
fenomeno geral da COVID-19, independentemente de caracteristicas especificas dos
individuos.

Interessantemente, também encontramos evidéncias que apontam a importancia da
regulacdo da resposta imune em ambas as coortes. Diferentes populacdes de células T
regulatérias foram encontradas tanto entre pacientes com tumores hematologicos quanto
naqueles com tumores so6lidos. Curiosamente, em ambas as coortes observamos indicios de
quebra dos eixos de regulagdo exatamente entre os pacientes que vieram a Obito, muito
embora esse achado seja mais evidente entre pacientes com tumores sélidos (Figuras 17B e
18). De toda forma, células de perfil regulatorio sdo comuns em casos de infec¢ao por SARS-
CoV-2, sendo muitas vezes associadas a desfechos mais favoraveis da COVID-19, visto que
existe uma queda nas propor¢des de células T regulatdrias em pacientes com formas criticas
da doenga®. Entretanto, é importante ressaltar que a presenca dessas células pode variar com
o tempo, afetando o desfecho da doenga®®. Além disso, células regulatorias podem apresentar
subpopulagdes distintas com diferentes habilidades de modular a resposta imunologica, como
visto neste trabalho e em casos de COVID-19 na populacdo geral®®’. Nesse sentido, muito
embora ja tenha sido demonstrado que o uso de dexametasona ¢ capaz de aumentar as
frequéncias de células regulatorias em camundongos’!, no presente estudo o uso da droga
entre pacientes com COVID-19 grave ndo foi suficiente para impedir o desfecho 6bito em

pelo menos parte dos pacientes. Essa observacdo pode estar associada ao fato de que nem
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sempre a maior expressdo de FoxP3 em células regulatorias, oriunda do efeito da
dexametasona, resulta em maior capacidade de regulagio imune’.

Quanto aos fatores imunes soluveis, tanto pacientes com tumores sélidos quanto os
com tumores hematoldgicos que faleceram apresentaram altas concentragdes de CXCLS8 e IL-
6 (Figura 9). A citocina IL-6 ¢ frequentemente associada a indugdo de febre, respostas
inflamatorias e de fase inicial, além de representar um dos principais fatores associados a
sindrome de liberagdio de citocinas observada na COVID-19 grave®>>. No mesmo sentido, a
CXCLS8 ¢ uma quimiocina produzida por macréfagos alveolares, células epiteliais e células do
epitélio das vias aéreas, capaz de induzir o recrutamento de neutrofilos e outros granuldcitos.
Além disso, induz a ativagdo e inicio de processos oxidativos em neutrofilos, estd envolvida
em na angiogénese e na permeabilidade endotelial”>. A CXCL8 também estd associada a
diversas doengas inflamatdrias, como asma, fibrose cistica, doen¢a obstrutiva inflamatoria
cronica, e na progressdo de tumores como melanoma, colorretal, mama, pancreas, ovario e
prostata’, assim como na COVID-19 grave®®. Nossos dados apontam que a CXCL8 pode ter
papel destacado na progressao da COVID-19 entre pacientes oncoldgicos. De fato, alguns
trabalhos descreveram que subpopulacdes de neutrofilos associadas a desfechos desfavoraveis
na COVID-19 apresentam alta expressio de CXCL8™+7°,

Por outro lado, o unico ensaio clinico registrado (NCT04347226) investigando o
manejo farmacologico da CXCLS8 com anticorpos anti-CXCLS8 no contexto da COVID-19 foi
interrompido no ano de 20217%77. Apesar da auséncia de informagdes em relagdio a razdo para
a interrup¢ao do ensaio clinico, outros mecanismos como processos oxidativos e a liberagao
de armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETs) também estdo associados ao agravamento
de condigdes pulmonares, como falha respiratoria e sindrome respiratoria aguda grave. NETS,
além de serem encontradas em concentragdes mais elevadas nos pacientes com COVID-19,
ainda estdo envolvidas, junto a agdo de plaquetas ativadas, na formagdo de microtrombos
pulmonares, caracteristica frequentemente observada em necropsias de pacientes que tiveram
COVID-197+7¢, Portanto, embora o ensaio clinico tenha sido interrompido, mecanismos
associados aos neutrofilos parecem ter forte influéncia na progressao da COVID-19.

De forma semelhante, nossos modelos de predi¢ao indicaram a CXCLS8 (além da IL-6)
como fator de predicdo de Obito relacionado & COVID-19 entre pacientes com cancer.
Curiosamente, apenas a IL-6 foi indicada como preditora de gravidade e morte em estudos

9278 No entanto, as

com individuos da populacdo geral acometidos pela COVID-I1
quimiocinas CXCL8 e CCL7 ja foram indicadas como boas preditoras de risco de internagao

em UTI entre pacientes da populagdo geral”. Levando-se em consideragio as anélises de
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curvas ROC, tanto IL-6 quanto CXCLS8 podem ser importantes preditores de morte, além de
indicarem que a inflamag¢do de fase inicial estd envolvida na progressdo da COVID-19 em
pacientes oncologicos (Figura 19 e dados nao apresentados). Nesse contexto, ¢ importante
lembrar que alguns individuos sdo resistentes a ideia de se vacinarem, enquanto outros —
especialmente aqueles em condi¢do de imunossupressdo — podem apresentar restricdes a
vacinagdo, ou baixa taxa de soropositividade apos receberem as primeiras doses da vacina
contra 0 SARS-CoV-2%°. No caso de pacientes com cancer, ndo apenas a presenga de tumores
hematoldgicos € o uso de terapias anti-CD20, mas também transplantes de células-tronco
hematopoiéticas e terapias com células CAR (Chimeric Antigen Receptor) podem tornar os
individuos mais susceptiveis a COVID-19 grave, em parte devido a baixa produgdo de
anticorpos decorrente dos regimes de condicionamento para alguns desses tratamentos*’*%%,
Portanto, fatores que possam indicar, de forma precoce, o maior risco de complicagdes
respiratdrias em decorréncia da COVID-19, continuam sendo relevantes no contexto clinico.
Portanto, as duas caracteristicas mais marcantes em comum entre pacientes
oncologicos que faleceram em decorréncia da COVID-19 sdo a concentragao elevada de
fatores imunes de fase aguda no plasma e diversas populacdes de linfocitos expressando
marcadores associados a exaustdo. Curiosamente, outro fator em comum entre os pacientes
foi a auséncia do aumento da concentragdo plasmadtica de citocinas como IL-12A e IFN-y
entre pacientes que apresentaram apenas a forma leve da COVID-19 (Figura 10). Apesar da
pergunta principal ndo ter sido a avaliacao das diferentes apresentacdes clinicas da COVID-19
em pacientes com cancer, outros trabalhos com foco em parametros imunologicos também
ndo apontaram diferencas nas concentragdes dessas citocinas, mesmo quando pacientes foram
comparados com individuos saudaveis®>>*. E possivel que as baixas concentragdes de IL-12A
e IFN-y tenham relagdo com os proprios tumores, visto que respostas “Tul” sdo comumente
associadas ao combate as células tumorais, ¢ sua auséncia, associada ao desenvolvimento do

cancer>'38!

. No entanto, como os mecanismos das respostas do tipo I se apresentam em
pacientes oncoldgicos com COVID-19 ainda ¢ uma questao em aberto.
Dando seguimento a interpretacdo dos dados, avaliamos as principais diferengas

encontradas entre pacientes com tumores hematoldgicos e diferentes desfechos da COVID-19.

5.2 PERFIL DOS PACIENTES COM TUMORES HEMATOLOGICOS E
COVID-19

Entre pacientes com tumores hematoldgicos, detectamos que tanto idade quanto
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presenga de linfopenia foram associadas ao desfecho obito (Figura 8A e Tabela 2), de forma
semelhante ao observado na populagdo geral’®®®%2. Além disso, pacientes com tumores
hematoldgicos que faleceram apresentaram queda no hematdcrito € na concentracdo de
hemoglobina (Figura 8B). Em conjunto, esses resultados indicam a desregulacdo geral de
células em circulagdo no sangue de pacientes que faleceram.

Alteragdes no perfil imune também foram marcantes nesta coorte. Enquanto individuos
com tumores hematoldgicos que faleceram em decorréncia da COVID-19 apresentaram, além
do amplo perfil de exaustdo linfocitaria, frequéncias elevadas de células NK e células T
duplo-positivas expressando o marcador CRTH2, pacientes que apresentaram frequéncias
elevadas de células T CD161" e células B ativadas e diferenciadas tiveram apenas a forma
leve da COVID-19 (Figura 11).

Entre pacientes que faleceram, o aumento das células NK ¢ um achado intrigante, visto
sua importancia para o desfecho da COVID-19 entre pacientes com tumores soélidos que se
recuperaram. Entre pacientes com tumores hematologicos, a associacdo entre células NK e
obito pode ser decorrente da escassez de outros linfocitos. Desse modo, ndo teriamos um
aumento real nos numeros de células NK nesses pacientes, mas um aumento na frequéncia
relativa devido a baixa frequéncia de outras células, como mondcitos e linfocitos T (Figura
8A). Curiosamente, outros trabalhos apontaram a queda na frequéncia de células NK entre
pacientes com COVID-19 e cancer, embora a gravidade da COVID-19 ndo tenha sido

275383 Independentemente da alteragdo real nos numeros de células NK, seria

avaliada
importante elucidar se sua atividade estava enviesada para a promoc¢ao de inflamagao ao invés
de atividade citolitica, o que também poderia influenciar o desfecho da doenga®®. Apesar de
termos encontrado concentracdes elevadas de IL-15 no plasma de pacientes com tumores
hematoldgicos que faleceram em decorréncia da COVID-19 (Figura 10), infelizmente nao
conseguimos realizar uma caracterizagdo detalhada do estado de ativagao dessas células.
Outro achado importante entre pacientes que faleceram foi a frequéncia elevada de
células T duplo-positivas que expressam o marcador CRTH2. Células duplo-positivas
representam uma populagdo bastante especifica, geralmente associada as fases iniciais de
maturacao de linfocitos T, e que parecem ndo terem sido descritas no contexto da COVID-
1934, J4 0 marcador CRTH2 (também referido como DP2) é um receptor de prostaglandinas
que esta associado as respostas do tipo II e que foi investigado no contexto da COVID-19. Por
exemplo, em estudos com pacientes, o bloqueio farmacoldgico desse receptor ou de outros

receptores associados a resposta Tu2 foi capaz de melhorar os sintomas, indicando o potencial

de células com o “perfil Ty2” de influenciar o desenvolvimento da COVID-1935-88,
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Ja entre pacientes com tumores hematoldgicos que apresentaram COVID-19 leve, o
achado intrigante foram as células T expressando o marcador CD161. Tal molécula é expressa
por células T, células NK e células NKT, sendo associada tanto as células T invariantes de
mucosa (MAIT), assim como a células com o perfil Tul7%. Apesar de nossos painéis de
citometria ndo permitirem uma caracterizagdo aprofundada de nenhuma dessas
subpopulagdes, dados da literatura apontam o aumento de células com perfil MAIT na
circulacao sanguinea de pacientes com COVID-19 leve, enquanto células com o perfil Tul7
sdao encontradas em frequéncia elevada no lavado broncoalveolar de pacientes com COVID-
19 grave, sugerindo que a localizagdo das células pode estar relacionada ao desfecho da
doenga’>90-%2,

Pacientes com tumores hematologicos que tiveram COVID-19 leve também
apresentaram frequéncias elevadas de células B expressando os marcadores CXCRS5 e CCR6
(Figura 13). Células B com esse perfil sdo capazes de produzir anticorpos e, possivelmente,
tornarem-se células de memoria®> . Além disso, a expressio de CCR6 em células B ja foi
sugerida como importante para a migracdo de populacdes de memoria para tecidos de
mucosa’®. Curiosamente, dados da literatura também apontam que a frequéncia de células B
diminui entre pacientes oncoldgicos com COVID-19, muito embora a populagdo
CXCR5'CCR6" ndo tenha sido avaliada*®>*>*. No presente trabalho observamos uma clara
associacdo entre a presenca de células B CXCR5'CCR6', a produgdo de anticorpos
especificos contra proteinas do SARS-CoV-2, e o desfecho de COVID-19 leve”*™®. Em
oposi¢ao, pacientes com tumores hematoldgicos que faleceram apresentaram baixa presenca
de IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 no sangue (Figura 11B, C).

Interessantemente, existe forte correlagdo entre a carga viral de SARS-CoV-2
encontrada na saliva de pacientes e a produg¢do de anticorpos contra o virus, sendo que
pacientes com baixa producdo de imunoglobulinas apresentaram os piores desfechos da
COVID-19%7, o que vai ao encontro dos nossos achados. Além disso, embora a sintese de
anticorpos anti-SARS-CoV-2 varie bastante ao longo de duas semanas apds o inicio dos
sintomas da COVID-19%, verificamos niveis de produgdio distintos entre pacientes com
tumores hematologicos € com tumores solidos que vieram a Obito, o que ajuda a reforgar a
ideia de uma resposta humoral deficiente entre pacientes com tumores hematologicos (Figura
11, dados nao destacados). A producdo consistentemente baixa de IgG e IgM anti-SARS-
CoV-2 observada nesse estudo pode estar relacionada a alguns fatores, como: i) a falta de uma

34,99.
7

resposta eficiente dependente de células ii) o efeito de tratamentos antitumorais'?; iii)

no contexto especifico do mieloma multiplo, pela producao de imunoglobulinas inespecificas
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101 " Ainda assim, vale ressaltar que

que interferem na agdo efetiva de anticorpos especificos
nas andlises ndo-supervisionadas ndo foram observadas associa¢des claras entre o tratamento
antitumoral e o desfecho da doenga, e que, apesar de todos os pacientes com tumores
hematoldgicos que vieram a Obito apresentarem baixa producdo de anticorpos, alguns
pacientes nessa mesma condi¢do tiveram apenas COVID-19 leve (Figuras 15 e 16).

Outro fator marcante associado ao desfecho da COVID-19 foi a sindrome de liberagao
de citocinas, amplamente referida como “tempestade de citocinas™%!%2. No presente trabalho,
encontramos concentragdes elevadas de diversos fatores imunes no plasma de pacientes com
tumores hematologicos que faleceram em decorréncia da COVID-19. Apesar de nao termos
encontrado diferengas na producdo de IL-4 e IL-12A — citocinas associadas a polariza¢ao de
linfécitos T —, individuos com tumores hematologicos que faleceram apresentaram indicios de
aumento na producao de IL-17A (Figura 9). A IL-17A ¢ uma citocina envolvida em respostas
antifingicas e contra determinadas bactérias extracelulares, e sua producdo ¢ alta em
pacientes infectados com SARS-CoV-2 e outros SARS'®, indicando a presenca de uma
resposta inadequada a eliminacao viral. Por outro lado, as citocinas IL-5 e IL-13 — associadas
as respostas do tipo II — foram encontradas em altas concentracdes no plasma de pacientes
com tumores hematologicos que faleceram. Tanto IL-5 quanto IL-13 estdo associadas a
ativacao de eosinofilos e & doencas de vias aéreas como a asma e a hiperresponsividade

bronquica’!%,

O papel dessas citocinas ainda ndo foi determinado durante o
desenvolvimento da COVID-19, mas ambas estdo associadas a gravidade da doenca entre
individuos da populagio geral®>. Além disso, as concentra¢des desses fatores imunes soliveis
parecem concordar com o achado de frequéncias mais elevadas de células duplo-positivas que
expressam o marcador CRTH2, também associado as respostas Tu2, entre pacientes com
tumores hematologicos que faleceram em decorréncia da COVID-19.

Outras moléculas com concentragdes elevadas no plasma de pacientes que faleceram
foram CCL2, CCL3, CCL4, VEGFA e IL-1B (Figura 9). CCL2, CCL3 e CCL4 sao
quimiocinas importantes para o recrutamento de mondcitos, células dendriticas e macréfagos,
enquanto a IL-1p também estd associada a indugdo de febre e inflamacgdo!®. Ja o fator de
crescimento VEGFA ¢ importante para o desenvolvimento e reestruturacdo de vasos
sanguineos, mas também ¢ um indutor de inflamagdo, especialmente ao atuar como
quimioatrativo e vasodilatador em sinergia com o FGF2!%. No contexto da COVID-19, o

VEGFA ainda est4 associado a disseminacdo viral, hipoxia e dano tecidual®’

. Em conjunto, os
dados apontam que, entre pacientes com tumores hematologicos ¢ COVID-19, um dos

possiveis fatores envolvendo o desfecho obito seja a sindrome de liberagdo de citocinas.
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Seguindo essa linha de raciocinio, tanto a producdo excessiva de citocinas quanto a
deficiéncia na producdo de anticorpos foram avaliadas em nossas andlises de multiplas
correlagdes. Os padrdes mais claros observados foram a producdo integrada de anticorpos
entre pacientes que apresentaram a forma leve da COVID-19, e a associagdo entre a produgao
de anticorpos e a presenca de uma gama de diferentes fatores imunes soluveis relacionados a
tipos distintos de respostas imunes. Ambos os padroes foram destacados e publicados em

nosso primeiro manuscrito (Apéndice 3):

“Interessantemente, a andlise das redes de interagdo de pacientes com
tumores hematologicos que apresentaram apenas COVID-19 leve mostrou
correlagdes extensas — porém leves — entre diversas citocinas associadas com as
respostas imunes do tipo I, II e III. Observou-se o papel importante de citocinas como
IL-15, IL-7 e anticorpos das classes IgA, IgG e IgM, sugerindo a ag¢fo de uma
resposta do tipo I, importante para ocombate do SARS-CoV-23510631 Também se
observou um possivel eixo de regulagdo para respostas do tipo II e IIl baseado na
acdo da Proteina C Reativa. Apesar de ser conhecida como um fator “pro-
inflamatorio”, a Proteina C Reativa também ¢é capaz de induzir a producdo de IL-
IRN e IL-10, a regulagdo da producdo de IL-12A e IFN-y, a inibi¢do de cascatas
especificas do Complemento, ¢ a redug@o do influxo de neutréfilos para os pulmdes
em modelos murinos de alveolite induzida'”’. Uma vez que observamos varios casos
de leucopenia entre pacientes com tumores hematologicos, ¢ intrigante imaginar qual
o papel da Proteina C Reativa durante as fases iniciais da infec¢ao por SARS-CoV-2.

J& entre pacientes com tumores hematoldgicos cujo desfecho da COVID-19
foi o 6bito, observou-se um eixo de quimiocinas envolvendo CCL2, CCL3, CXCL8 e
IL-6, além de uma correlagdo negativa entre a contagem de monocitos ¢ a produgio
de IL-1B. Isso pode indicar um mecanismo voltado para o recrutamento de células
como forma de contrapor a leucopenia grave observada nesses pacientes. Também
observamos correlagdes fortes envolvendo IL-2, TNFa e imunoglobulinas. Visto que
a producdo de anticorpos nesses pacientes foi baixa, é possivel que a resposta imune
tenha apresentado viés para a a¢do de células mieloides, o que poderia contribuir para
0s processos patologicos observados durante a COVID-19°31%, Ainda nesse sentido,
ja foi documentado que concentragdes elevadas de TNFa e IL-6 se correlacionam
negativamente com o numero de células T em pacientes da populagdo geral com
COVID-19*, e que os ntimeros de células B e anticorpos anti-RBD e anti-Spike ficam
reduzidos em pacientes onco-hematologicos com COVID-19%3. Esses resultados
indicam que a falta de uma resposta do tipo I eficiente e a producéo exacerbada de
citocinas provavelmente sdo os fatores imunoloégicos mais importantes para o
desenvolvimento de COVID-19 grave e morte entre pacientes com tumores

hematoldgicos.” — Pignataro-Oshiro et. al, 2023'%.
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Quando adicionamos a esses dados as andlises de citometria de fluxo observamos,
ainda, intera¢des negativas entre a producdo de anticorpos e a presenga de células com
marcadores associados a exaustdo, tanto em pacientes do grupo COVID Leve, quanto aqueles
do grupo COVID Grave + Obito. Além disso, observamos um importante impacto de células
de perfil regulatério entre pacientes que tiveram COVID-19 leve, visto as suas associagdes
negativas com fatores imunes solveis associados as respostas Tu2 e Tul7, assim como com
células de perfil exausto (Figura 17B). Nesse mesmo sentido, ¢ interessante observar que
células regulatorias positivas para o marcador CD95 (também denominado de Ligante de
FAS) ndo apenas estavam aumentadas em circulagdo nos pacientes com COVID-19 leve,
como ainda apresentaram diversas correlagdes negativas com varias células PD-1", incluindo
células regulatérias encontradas em maior propor¢ao entre pacientes que vieram a 6bito
(Apéndice 1). Por fim, ainda ficaram destacadas as correlacdes negativas entre células
exaustas e diversos fatores imunes soluveis entre pacientes que faleceram em decorréncia da
COVID-19 (Figura 17B). Aqui vale lembrar que pacientes com tumores hematolégicos que
faleceram apresentaram queda expressiva em populagdes de linfécitos, reforcando que,
mesmo em baixo numero e com indicios de exaustdo, essas células seriam importantes para
desacelerar a ampla producdo de fatores soluveis imunes observados no plasma desses
pacientes (Figura 17B).

Os modelos de predicao, por sua vez, apontaram a baixa producdo de anticorpos ¢ a
alta producdo de fatores imunes soluveis como os principais determinantes de desfecho da
COVID-19, ao invés da possivel exaustao celular. Os fatores com maior capacidade de
predicdo do 6bito entre pacientes com tumores hematoldgicos e COVID-19 foram exatamente
as concentracdes elevadas de quimiocinas associadas com o recrutamento de células
mieloides, fatores associados a indugdo de inflamacao, citocinas associadas com respostas do
tipo I1, e baixa produgao de IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 (Figura 19A).

Sendo assim, um possivel curso da COVID-19 entre pacientes com tumores
hematologicos ¢ descrito a seguir: Individuos com frequéncias elevadas de células CD161
seriam capazes de estruturar uma resposta suficientemente eficiente contra o SARS-CoV-2,
conferindo tempo o suficiente para o estabelecimento de uma resposta humoral dependente de
células T eficiente. Os mecanismos de producdo de anticorpos, em conjunto com outros
mecanismos nao avaliados, seriam capazes de controlar a dispersdo viral e evitar a ativacao
exacerbada da resposta imune, resultando em uma forma mais leve da doenca. Por outro lado,
pacientes com baixas frequéncias de linfocitos — talvez em especial aqueles positivos para o

marcador CD161 — teriam maior dificuldade de estruturar uma resposta antiviral inicial
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eficiente. A escassez de linfocitos ndo s6 aumentaria a pressdo em outras células do sistema
imunoldgico (como células NK e neutréfilos), como afetaria negativamente o estabelecimento
da resposta humoral dependente de células T, resultando na baixa producao de anticorpos. O
numero limitado de células T também poderia exacerbar o potencial de células que
normalmente possuem frequéncias muito baixas, como aquelas que expressam o marcador
CRTH2. Por fim, a ineficiéncia de mecanismos antivirais resultaria em maior dispersdo viral,
e consequentemente maior contato de diferentes tipos celulares com produtos virais, levando a
producdo de varios fatores imunes, especialmente aqueles voltados para o recrutamento de
células imunes (como quimiocinas, IL-1 ¢ VEGFA). Além disso, fatores como IL-5, IL-13, e
IL-17A poderiam contribuir para a ativacdo alternativa das defesas pulmonares. Esses
mecanismos, associados a exaustdo dos poucos linfocitos disponiveis, resultariam na forma
mais grave da COVID-19, onde observa-se tanto o efeito direto do virus quanto da
desregulacao da resposta imune. Nesses pacientes, a escassez celular parece induzir o quadro
de sindrome de libera¢do de citocinas, que, por sua vez, contribuiria fortemente para o
desfecho obito.

Dando continuidade ao trabalho, abordamos os principais achados entre pacientes com

tumores s6lidos e COVID-19.

5.3 PERFIL DOS PACIENTES COM TUMORES SOLIDOS E COVID-19

O primeiro fator de destaque entre pacientes com tumores solidos e COVID-19 foi a
auséncia de associac¢do entre idade e o desfecho clinico da infec¢do por SARS-CoV-2, muito
embora idade e presenca de multiplas comorbidades sejam importantes fatores de risco entre
pacientes com COVID-19°. Acreditamos que a auséncia de associagio entre esses fatores € o
obito seja decorrente do nimero limitado de pacientes nas coortes deste estudo. Sendo assim,
sugerimos parcimdnia na interpretacdo dos dados epidemiologicos, especialmente levando-se
em consideragdo que estudos realizados no proprio A.C.Camargo Cancer Center apontaram a
idade como um importante fator de risco*’.

Outro achado importante foi a auséncia de diferenca nas contagens de leucécitos e
linfocitos, ambos marcadores de gravidade da COVID-19 para a populagdo geral®®®. Apesar
do achado, ¢ importante destacar que mesmo pacientes com tumores sélidos sofrem redugao
de populagdes especificas de linfocitos T ao longo da COVID-19°3, de forma semelhante ao
que ocorre na populagido geral’®. Sendo assim, é possivel que a taxa de linfopenia entre

pacientes com tumores s6lidos ndo tenha sido tdo elevada devido as coletas de sangue terem
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sido realizadas ainda na fase inicial da doen¢a, e ndo analisadas de forma longitudinal.
Possivelmente, andlises longitudinais trariam respostas mais concisas em relacdo a redugdo
das frequéncias de linfocitos especificos ao longo do tempo, além de sua influéncia no
desfecho da COVID-19.

Ainda assim, avalia¢des aprofundadas acerca do perfil imune de pacientes com tumores
solidos revelou padrdes extremamente interessantes. Por exemplo, detectamos a presenga de
células T naive entre individuos que apresentaram apenas a forma leve da COVID-19, uma
ampla gama de células NK ativadas e células produtoras de IL-10 no grupo COVID Grave +
Recuperagdo, a impressionante frequéncia elevada de células B, e células T expressando os
marcadores CXCRS5 e CCR6, entre pacientes cujo desfecho da COVID-19 foi o 6bito (Figura
14).

De forma geral, aparentemente uma das caracteristicas mais marcantes para o desfecho
da COVID-19 entre pacientes com tumores solidos ¢ o grau de eficiéncia da regulagdo
imunolégica. Nao apenas células T regulatorias foram observadas em maior frequéncia no
sangue de pacientes que nao faleceram (Figura 14B e C), mas a andlise de multiplas
correlagdes apontou uma marcante ruptura nos eixos de regulacao entre pacientes que vieram
a obito (Figura 18A). Na andlise primdria, onde foram considerados todos os fatores soluveis

avaliados com a plataforma 27-Plex, publicamos os seguintes resultados (Apéndice 3):

“Em relagfo a analise de redes de interagdes, observou-se que pacientes com
tumores solidos que apresentaram apenas COVID-19 leve tiveram associagdes entre
IL-6, IL-17A, IFN-y e CCL3, enquanto a IL-1RN teve um possivel papel de
regulacdo. A citocina IL-1RN ¢é observada em pacientes da populacdo geral com
COVID-19 grave®, ¢ seu papel pode ser a regulagdo da agdo da IL-1B'™, outra
citocina associada a gravidade da doenca. Interessantemente, nao foram observadas
associagdes entre IL-6, IL-12A ou IL-17A entre pacientes cujo desfecho da doenga foi
o oObito, enquanto a IL-4 correlacionou-se negativamente com a produgdo de IgM
contra proteinas virais. Além disso, entre pacientes cujo desfecho da COVID-19 foi
mais favoravel, as correlagdes entre anticorpos foram muito mais intricadas. Ainda,
entre pacientes que se recuperaram da COVID-19 grave, observaram-se correlacdes
entre as citocinas IL-10, IL-17A, e TNFa, um eixo de regulacdo perdido nos pacientes
que vieram a o6bito. Também observamos correlagdes positivas fortes entre dimeros-
D, CXCLS, e contagem de monocitos em pacientes cujo desfecho da doenga foi o
obito. Enquanto os dimeros-D estdo associados com cascatas de coagulagio e eventos
tromboticos — caracteristicas marcantes durante a COVID-19® — o aumento do
recrutamento de neutrofilos em pacientes com tumores solidos infectados por SARS-

CoV-2 ja foi documentado®™. Ja populagdes de mondcitos € macrofagos também
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foram apontadas como importantes determinantes de processos inflamatdrios e de
dano tecidual durante a COVID-19%3537 Além disso, observou-se um eixo de
interacdes positivas e negativas baseado na IL-15 entre pacientes que faleceram. Esse
fato vai ao encontro do observado nas dosagens de analitos soluveis, onde as
concentragoes de IL-15 estavam mais elevadas em pacientes com COVID-19 grave.
Mais uma vez, destaca-se a importancia de avaliar se entre esses pacientes ocorrem
processos de exaustdo de células NK ou linfocitos, como demonstrado em outros

estudos>?°7:1%6 > _ Pignataro-Oshiro et al., 2023'%,

Quando incluimos os ensaios de citometria ndo observamos grandes diferengas nesses
padrdes. Verificamos que o desfecho 6bito ou recuperagdo entre pacientes que apresentaram a
forma grave da COVID-19 varia de acordo com as associagdes envolvendo células NK
ativadas, células com perfil regulatério, e células exaustas, onde os eixos de regulacdo foram
perdidos e as frequéncias de células T regulatorias estavam reduzidas exatamente nos
pacientes que faleceram em decorréncia da doenga (Figura 18A).

Além da regulagdo imunologica, as células NK parecem ter influenciado a progressao e
desfecho da COVID-19 nessa coorte. Entre pacientes que se recuperaram da COVID-19
grave, ficaram evidentes as caracteristicas relacionadas a ativagdo e fungdo citolitica de
células NK. Além da presenga de células produtoras de IFN-y, Granzima B, e IL-10, amostras
de plasma indicaram o aumento da concentracao de IL-15 — uma importante citocina para a
biologia das células NK!'* (Figura 14).

J& entre pacientes que vieram a dbito, observamos além do amplo padrdo de exaustao
linfocitaria, a presenca de células com perfis intrigantes. Entre elas, o aumento da frequéncia
de cé¢lulas B foi algo surpreendente, especialmente porque nao encontramos diferengas na
producdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2 entre pacientes com tumores solidos e diferentes
apresentagoes clinicas da COVID-19. Além delas, ainda observamos células T expressando
CXCRS5 e CCR6, sendo o primeiro marcador associado as respostas humorais, e segundo
associado as respostas Tul7.

Uma hipétese que poderia unificar os achados de células B, células T CXCR5"CCR6",
e producdo inalterada de anticorpos anti-SARS-CoV-2 ¢ a resposta humoral andmala. De fato,
alguns trabalhos apontaram o aumento da expressdo de células B aberrantes e respostas
extrafoliculares entre pacientes com COVID-19 grave e/ou que vieram a 6bito!'!'!!12, Por
exemplo, embora o receptor CCR6 nao tenha sido citado, o receptor CXCRS5 ja foi associado

113,114

a diversas doengas autoimunes , inclusive nos locais de inflama¢do, como no tecido

115

sinovial de pacientes com artrite reumatdide Além disso, a presenca de células T
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CXCRS5'CCR6" circulantes ja foi associada a doengas autoimunes relacionadas a
anticorpos'!'®, enquanto muitos trabalhos destacam o aumento da incidéncia de doencas
autoimunes associadas a COVID-19%!117118 = Ainda, diversos trabalhos demonstraram a

19-121 " Nesse sentido, ¢

associacdo entre respostas autoimunes, COVID-19 grave, e Obito
importante ressaltar que a presenga de anticorpos especificos contra o virus também se
associa com a produgdo de autoanticorpos, especialmente entre pacientes com COVID-19
grave’?. Portanto, ¢ possivel que a qualidade das respostas humorais tenha sido fortemente
afetada nos pacientes que vieram a 0bito, mesmo que a producao de anticorpos anti-SARS-
CoV-2 tenha sido essencialmente igual entre os pacientes com diferentes desfechos da
doenga. Entretanto, se células T CXCR5'CCR6" estdo diretamente relacionadas ao aumento
da incidéncia de doencas autoimunes, ¢ se possuem papel direto na exacerbacao da COVID-
19 entre pacientes com tumores solidos, € algo que precisaria ser investigado.

Uma hipoétese diferente, no entanto, é que as células T CXCR5'CCR6" apresentem um
perfil de respostas do tipo III, visto que o receptor CCR6 ja foi detalhadamente descrito em
células com perfil Tul7°%1?2, Mesmo em células com perfil misto (regulatorio/Tul7), a
presenca do marcador CCR6 indica células com maior capacidade de promover inflamacao
associada a asma, resultando na producdo de IL-4, IL-17A e CCL20'*. A importancia do
CCR6 entre células produtoras de IL-17A também foi observada em modelos de acidente
vascular cerebral'?*. Curiosamente, em ambos os trabalhos foram citadas a influéncia de
citocinas como IL-6, CXCLS8 e TNFa, além da acfio de neutréfilos!?* 124, fatores importantes
para o desfecho obito durante a COVID-19 de acordo com os dados do presente trabalho.

A importancia do CCR6 no desfecho da COVID-19 fica ainda mais destacada quando
consideramos a quimiocina CCL20, tnica capaz de se ligar a esse receptor. A CCL20 ¢
produzida por neutréfilos, células endoteliais, células NK, células B, e células Tul7, além de
uma variedade de células mieloides, em tecidos como pulmdes, linfonodos, e intestinos!%.
Muito embora ndo tenhamos avaliado a expressdo de CCL20 neste trabalho, alguns estudos
apontaram a expressdo de CCL20 ao nivel de RNA e/ou proteina entre pacientes com
COVID-19 grave, incluindo em amostras derivadas dos pulmdes®**>1?°, Além das células T
auxiliares foliculares (que expressam o receptor CXCRS) geralmente ndo expressam
receptores de quimiocinas para tecidos ndo linfoides'?’, a quimiocina CXCL13, unico ligante
conhecido do receptor CXCRS5, ndo foi observada nesses mesmos trabalhos. Portanto, ¢
possivel que células T CXCR5'CCR6" estejam relacionadas a piora clinica por exacerbar as
respostas de perfil Tul7. Entretanto, apesar de encontramos células capazes de produzir IL-

17A in vitro, ndo vimos alteragdes nas concentragdes plasmaticas da citocina entre pacientes
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que vieram a 6bito (Figuras 14A e 9C).

Adicionando a complexidade do achado, vale ressaltar que uma populagdo de linfocitos
denominados “células T auxiliares periféricas” (em contraste as células T auxiliares
foliculares) ja foi descrita. Essas células apresentam baixa expressao de CXCRS e alta
produgio de IL-21, estando fortemente associadas a processos autoimunes'?’. A IL-21, por
sua vez, também foi identificada em amostras pulmonares de pacientes com COVID-197%128,
e sua produgdo foi associada a uma subpopulacio de células Tul7%°. Sendo assim, ha
evidéncias de que ambos os mecanismos — sejam os associados a autoimunidade ou os
associados a resposta do tipo III — tenham influenciado o desfecho da COVID-19 entre
pacientes com tumores solidos.

Os mecanismos exatos que permeiam a resposta imune contra o SARS-CoV-2 em
pacientes com tumores solidos nao foram completamente descritos durante nossas
investigagdes, mas um possivel curso da doenga seria o seguinte: Alguns individuos
conseguiriam controlar a dispersdo viral em sua fase inicial, sendo ainda capazes de regular a
resposta imune de forma eficiente. Assim, teriamos uma ativacdo de menor amplitude entre as
células T, o que explicaria a frequéncia elevada de células T TCRy8" naive em circulagio.
Ademais, a presenga de células T regulatdrias de memoria central — talvez até em decorréncia
de exposi¢des anteriores a outros coronavirus — contribuiria para a modulagdo da resposta
imune.

Outros individuos, por sua vez, teriam uma ampla ativacao de células da imunidade
inata, em especial células NK, mas também de linfocitos especificos capazes de produzir
citocinas. A ativagdo de células NK seria induzida por e contribuiria para a producao elevada
de IL-15 — observada em alta concentra¢do no plasma desses pacientes —, mas seria controlada
tanto pela presenca de células capazes de produzir IL-10, quanto por células T regulatorias.
Assim, apesar de um perfil de ativagdo imune mais amplo — possivelmente devido a uma
maior dispersdo viral — esses pacientes conseguiriam controlar a resposta imune e prevenir
danos oriundos do virus e de células imunes.

Por outro lado, alguns individuos apresentariam niveis elevados de IL-6 ¢ CXCL8 no
plasma, indicando a possivel ativagdo de células mieloides. Esse quadro de ativacao se
estenderia as células T, onde observa-se o aumento da expressdo de marcadores associados a
proliferacdo, ativagdo, e exaustdo celular, além da capacidade de producdo de citocinas
associadas a diferentes respostas imunes. A ativagdo generalizada de células imunes,
combinada com a auséncia de mecanismos de regulagdo eficientes, levaria a um quadro de

desregulacdao imune. Nao se sabe até que ponto a desregulacdo afetaria as células B, mas ¢
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possivel que essas células estejam promovendo respostas autoimunes, assim como as células
T CXCR5'CCR6", que ainda poderiam exacerbar mecanismos relacionados as respostas do
tipo III. Nesses pacientes, o impacto da desregulagdao das células imunes — e ndo a sindrome

de liberagdo de citocinas — parece ser o0 componente mais importante para o desfecho 6bito.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados deste trabalho apontam que pacientes com tumores hematologicos e com
tumores solidos respondem de forma distinta a infec¢do por SARS-CoV-2, sugerindo que os

mecanismos que levam a progressdo da doenga e ao 6bito também sao diferentes (Figura 20).

A)
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Figura 20 — Os desfechos morte e recuperaciio estao associados a diferentes perfis imunes entre pacientes
oncolégicos. Pacientes com tumores hematoldgicos apresentaram dois principais cursos da COVID-19:

Individuos que apresentavam porcentagens mais elevadas de células T e células B ativadas, assim como maior
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produ¢do de anticorpos anti-SARS-CoV-2 e um perfil de fatores imunes soluveis equilibrado no momento do
diagnoéstico da COVID-19 tiveram apenas a forma leve da doenca. Por outro lado, pacientes que, proximo ao dia
do diagnostico de infecgdo por SARS-CoV-2, apresentaram concentragdes elevadas de fatores imunes soliveis no
plasma, presenca elevada de células T Duplo-Positivas CRTH2", células NK, ¢ um amplo perfil de exaustéo
linfocitaria, tiveram a forma mais grave da COVID-19 e vieram a ¢bito em decorréncia da doenga (A). Pacientes
com tumores solidos poderiam ser caracterizados, de forma geral, entre aqueles que apresentaram boa
capacidade de regulacdo das respostas imunes, nos quais o desfecho da COVID-19 foi a recuperacao, e aqueles
cuja desregulacdo imune levou a um quadro grave de exaustdo celular, culminando no desfecho dbito. Nesses
pacientes, enquanto a frequéncia de células regulatorias reduz, a expressdo de fatores imunes de recrutamento
celular (CXCLS e IL-6) e células com perfil exausto aumenta de acordo com a gravidade da COVID-19. Ainda,
sdo observadas evidéncias de respostas aberrantes de células B, que precisariam ser melhor investigadas (B).

Fonte: Autoria propria.

De forma generalizada, pacientes oncologicos demonstraram dois perfis imunes
circulantes distintos dias apds a confirmag¢do da infec¢do por SARS-CoV-2, apesar de
observarmos algumas semelhangas importantes. Enquanto o perfil de exaustdo de linfocitos
foi encontrado em ambos os grupos de pacientes oncoldgicos, especialmente aqueles cujo
desfecho da COVID-19 foi o o6bito, a atuacdo de outras variaveis, como citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, anticorpos, e populacdes celulares especificas,
apresentaram papéis importantes de acordo com o tipo de cancer (s6lido ou hematologico) e a
gravidade da COVID-19.

Por exemplo, fatores imunes circulantes de forma geral pareceram exercer influéncia
muito maior entre pacientes com tumores hematologicos, onde tanto a alta producao de
anticorpos, quanto a alta producdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento foram
importantes para a definicdo do desfecho da COVID-19. Esses mesmos fatores, por sua vez,
ndo pareceram ter tanta influéncia no desfecho da COVID-19 entre pacientes com tumores
solidos, onde observamos apenas o possivel impacto das citocinas IL-6, CXCLS8 e IL-15. De
forma semelhante, células B também pareceram exercer papé¢is diferentes, onde
subpopulagdes especificas de células B ativadas e diferenciadas foram associadas a COVID-
19 leve entre pacientes com tumores hematoldgicos. Por outro lado, a presencga de células B
no geral e células T positivas para os marcadores CXCRS e CCR6 foi associada ao desfecho
obito entre pacientes com tumores sélidos. No mesmo sentido, células NK apresentaram
perfis distintos de atuacdo entre os dois grupos, onde subpopulagdes especificas foram
observadas nos pacientes com tumores soélidos que se recuperaram da COVID-19 grave,
enquanto a alta frequéncia de células NK no geral foi associada ao dbito entre pacientes com

tumores hematologicos, possivelmente em decorréncia da falta de outras populagdes de
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linfocitos. Esses achados sdo importantes por destacar a COVID-19 como uma doenca de
grande complexidade, onde caracteristicas especificas dos individuos contribuem fortemente
para a apresentagao clinica da doenga.

Ainda assim, ¢ importante destacar algumas das limitacdes relativas ao projeto.
Avaliamos a resposta imune de pacientes oncolégicos num contexto muito especifico da
COVID-19, onde as variantes do SARS-ColV-2 eram diferentes das que estdo em circulagdo
hoje, e numa época onde vacinas contra o virus ainda nao estavam disponiveis. Além disso,
trabalhamos com coortes relativamente pequenas, pouco heterogéneas em termos de fatores
demograficos, e muito heterogéneas no que diz respeito ao tipo de cancer, caracteristicas
especificas de cada individuo, e tipo de tratamento empregado. Reconhecemos, porém, que
essas condicoes também sdao observados em outros estudos acerca da resposta imune de
pacientes oncologicos frente a infecgao pelo SARS-CoV-2. Além disso, apesar de detectarmos
analitos que indicam inflama¢do baseada em células mieloides durante as fases iniciais da
COVID-19, nao fomos capazes de investigar essas populagdes com os painéis de citometria
disponiveis, visto a escassez de células nas amostras de grande parte dos pacientes. Ainda
assim, andlises de amostras das vias aéreas indicam aumento nas populagdes de macrofagos

ndo-residentes e de neutréfilos em pacientes da populagdo geral com COVID-19 critica®>7,

0
que deveria ser analisado de forma mais profunda entre pacientes oncologicos. Nesse mesmo
sentido, uma vez que a CXCLS8 foi um importante fator preditivo para o desfecho da COVID-
19 entre pacientes oncologicos, € interessante avaliar se tal resultado seria encontrado em
coortes de validagao.

Apesar dos desafios, fomos capazes de, até certo ponto, contornar dificuldades ao
aplicar técnicas avancadas de caracterizagdo de perfis imunes e estratégias robustas de analise
de dados. A partir dessas avaliagdes encontramos padrdes bastante destacados, e que sdo
suportados pela literatura cientifica disponivel. Assim, nosso estudo ajuda a agregar
conhecimento acerca da resposta imune de pacientes oncologicos frente a infecgdes por
coronavirus. Nao apenas adicionamos evidéncias de que pacientes com tumores solidos e

tumores hematoldgicos respondem de forma distinta, mas também de que o sistema imune

pode exercer forte influéncia no desfecho da COVID-19 entre esses pacientes.
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(Projeto_Coronavirus_E1.pdf).

RESUMO

Desde o inicic de dezembro de 2019, um surto por um novo virus identificado como SARS-CoV-2 iniciou-se
em Wuhan, provincia de Hubei, China. Diante deste avanco alarmante para diversos paises além da China,
em 11 de marco de 2020 a Organizacao Mundial de Saude decretou que a doenca causada pelo SARS-CoV
-2 (COVID-19) € uma pandemia. O comportamento da infecgdao em pacientes imunodeprimidos ainda foi
pouco estudado. Entretando, a exemplo dos demais virus respiratérios que acometem essa populacgéo, a
infeccdo pode causar complicacdes graves como, infecgdes do trato respiratorio inferior (ITRI), bronquiolite
obliterante (BO) e até o o6bito. Objetivos: Determinacio de fatores de risco, resposta imune e microbioma,
identificacdo de proteinas e metabdlitos na evolugao da infecgao pelo novo Coronavirus (SARS-CoV-2) em
pacientes receptores de transplante de celulas hematopoiéticas, com neoplasias hematologicas ou tumores

solidos e
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identificacdo de variantes genéticas de susceptibilidade a manifestacdo de sintomas graves nesta
populacdo. Materiais e métodos: O presente estudo € observacional do tipo coorte prospectiva com enfoque
nas infec¢oes pelo SARS-CoV-2 nos receptores de TCH, neoplasias hematologicas e pacientes com
tumores solidos. Todos esses pacientes devem receber atendimento no A.C.Camargo Cancer Center
(ACCCC), Sao Paulo, Brasil. Conclusao: A determinagdo em conjunto da interacao entre preditores clinicos,
composicao e dinamica temporal da microbiota nasal e intestinal, a resposta imune celular do hospedeiro e
identificacao de metabdlitos, e identificacdo de variantes genéticas para manifestacao de sintomas mais
graves nesta populacé@o pode contribuir para o entendimento dos fatores de risco que levam a progressao
para infecgdes graves e obito entre pacientes oncologicos diagnosticados com a COVID-19. Adicionalmente,
no futuro proximo, poderao consubstanciar estratégias de manejo da infeccao pelo SARS-CoV-2 ao

identificar os pacientes de maior risco para desenvolverem os quadros mais graves da doenca.

HIPOTESE

Esperamos que os resultados do trabalho proposto levem a avangos importantes na implementacao da
medicina personalizada para o tratamento de doencas infecciosas nesta populacdo de alto risco. A
aplicacédo da tecnologia Next Generation Sequencing (NGS), estudos de associacdo gendmica ampla
conhecida como GWAS (do inglés Genome-Wide Association Studies), perfis imunes e identificacdo de
metabdlitos, no campo das doengas infecciosas, nos permitira avaliar os fatores de risco de um paciente
para pior prognostico e adaptar biomarcadores preditivos individuais, ferramentas de diagnostico e
tratamentos preventivos (49-51).Nossas descobertas também contribuirdo para uma compreensao mais
ampla da complexa interacdo entre fatores imunes do hospedeiro e os virais, na fisiopatologia da COVID-19.
Adicionalmente, determinar a interagcd@o entre preditores clinicos, a composi¢cao e dinamica temporal da
microbiota nasal, intestinal e a resposta imune celular do hospedeiro que, em conjunto, peadem contribuir
para a progressao para infeccdes graves e ébito, entre pacientes oncolégicos. Os possiveis resultados
deste estudo poderao, no futuro proximo, consubstanciar estratégias de manejo da infecgdo pelo SARS-CoV
-2 (e talvez outros surtos de infeccdes virais) ao identificar os pacientes de maior risco para desenvolverem
os quadros mais graves da doencga, além de apontar moléculas, vias de sinalizagdo, ou células-alvo para o

desenvelvimento de novas terapias e vacinas.

METODOLOGIA
4. MATERIAL E METODOS: O presente estudo & observacional do tipo coorte prospectiva com
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enfoque nas infec¢des pelo SARS-CoV-2 nos receptores de TCH, neoplasias hematologicas ou pacientes
com tumores sdlidos. Todos esses pacientes devem receber atendimento no A.C.Camargo Cancer Center
(ACCCC), Sao Paulo, Brasil. Todos os procedimentos de coleta de dados e métodos laboratoriais serao
seguidos de acordo com um protocolo aprovado pelo Comité de Etica desta instituicio. 4.1. Coorte dos
pacientes: Durante o periodo de epidemia do SARS-CoV-2 de 2020, serao incluidos 100 pacientes do
ACCCC, diagnosticados com diferentes neoplasias e estadiamentos. Seguiremos cada paciente até 12
meses apos sua entrada no estudo e coletaremos amostras respiratorias, fecais e sanguineas em até 3
momentos no decorrer do estudo:

* tempo 1: ao diagnostico;

* tempo 2: na progresséao para ITRI (se ocorrer);

* tempo 3: no retorno no ambulatéric em uma semana da infec¢do. Para pacientes que evoluam para SARS
(infiltrado bilateral e relacao Pao2/FiO2 300) Serao coletados nestes momentos:1 tubo de sangue, 4 swabs
nasais (dois para estudos moleculares e dois para estudos imunologicos) e 1 amostra de fezes. Cabe notar
que adotamos o uso de swab nasal por este ser o método que revelou maior carga viral em recente estudo
realizado com mais de 1000 amostras obtidas de 205 pacientes hospitalizados em Wuhan, China [26].

4.4  Extracao de acidos nucléicos: A extracdo de DNA e RNA sera feita a partir dos swabs (Isohelix),
congelados imediatamente (-800C) ou acondicionados diretamente na solugdo DNA/RNA shield (Zymo)
imediatamente apos a coleta. Apos vortex e centrifugacao, o volume da solugao de preservagao (150 ul)
sera usado para extracao de DNA e RNA usando o kit Recover all (Thermo, USA) seguindo o protocolo
padrao. A presenca do Sars-CoV-2 sera avaliada nesta amostra por ensaic de gRT-PCR usando sondas
TagMan (TagMan 2019NCQV assay kit V1 - Thermo, USA ou equivalente), conforme protocolo do kit. Cem
nanogramas de acidos nucleicos extraidos a partir de dois swabs, e das amostras de fezes (~1g de fezes)
coletados de cada paciente/controle, serao misturados e usados para a sintese de cDNA usando hexameros
randémicos e a enzima SuperScript Il (Thermo, USA), os quais serdo usados para a constru¢cao da
biblioteca com Nextera XT DNA Library Preparation Kit (lllumina, EUA). Sera preparado um mix contendo 5l
de Tagment Buffer, 2,51 de Amplicon Tagment Mix e 2,51 de DNA amplificado (diluido para 1,2ng/l). Essa
reacao sera incubada a 55°C por 4 min para o processo de tagmenta¢cao. Sera adicionado 2,5 de Neutralize
Tagment Buffer para suspender o processo. Serao adicionados entdo os componentes: 2,51 de primer 1 (i7,
N70X diferente para cada amostra) 2,51 de primer 2 (i5, S50X diferente para cada amostra) e 7,51 de Nextera
PCR master mix. Em seguida a reagao sera incubada no termociclador (72°C por 3 min, 15 ciclos de 95°C

por 30 sec, seguido por 15 ciclos de 95°C por
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10 sec, 72°C por 15 sec e resfriando até 4°C). As bibliotecas serado purificadas com AMPure magnetic
beads. Sera adicionado 15| das esferas magnéticas a 251 de produto de PCR, que sera incubado a
temperatura ambiente por 5 min e posicionado no suporte magnético por 2 min para ligacao das esferas ao
ima. O sobrenadante sera removido e as esferas serdo lavadas utilizando 200I de etanol 80%. O etanol sera
removido e as bibliotecas serdo eluidas das esferas utilizando 26,251 de Resuspension Buffer. Apos ligagao
das esferas ao ima, 25| do scbrenadante (contendo as bibliotecas purificadas) sera transferido para novos
tubos. A concentragao das bibliotecas sera determinada pelo Qubit (Thermo Fisher, EUA) e a distribuicdo de
tamanhos dos fragmentos de DNA sera determinada pelo Bioanalyzer (Agilent, EUA). As bibliotecas serdo
quantificadas por gPCR com o KAPA Library Quantification Kit (Illumina, EUA). Diluicées de 1:500 e 1:5000

das bibliotecas serdo preparadas para que figuem dentro da curva padrao forne.
CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com idade maior ou igual a que 18 anos portadores de neoplasias hematoldgicas ou tumores
solidos e pacientes submetidos a qualquer tipo de TCH. O paciente elegivel deve aceitar voluntariamente e
fornecer consentimento informado. Os mesmos serao classificados como:

a) Casos: presenca de sintomas respiratéorios e SARS-CoV-2 confirmado por teste molecular
(preferencialmente por qRT-PCR com teste padronizado);

b) Controles:

b.1. pacientes com as mesmas doenc¢as neoplasicas de base e com sintomas respiratorios e auséncia de
SARS-CoV-2.

b.2. Pacientes com as mesmas doencgas neoplasicas de base e sem sintomas respiratorios e auséncia de
SARS-CoV-2.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes com as mesmas doencas neoplasicas de base e com outros virus respiratorios.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO (S) PRIMARIO (S)

+ Definir respostas imunes sistémicas e locais durante e apos infecgdes pelo SARS-CoV-2 em receptores de
TCH ou com neoplasias hematoloégicas ou com tumor soélido para determinar possivel associagdo entre

perfis imunologicos e desfechos clinicos, como sobrevida global (SG) em

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 04 de 10

124



CO’MISS,&O NACIONAL DE gzﬂoed-‘-orn\_o
ETICA EM PESQUISA ' asil

Continuagéo do Parecer: 4.972.137

1 e 3 meses, sobrevida livre de doenga (SLP) em 12 meses e progressao para ITRI,

» Determinar por sequenciamento genético shotgun, se a composicao e as mudancgas longitudinais na
microbiota de vias aéreas superiores e fecal resultantes da infecgdo pelo SARS-CoV-2 — incluindo bactérias,
virus e fungos - podem ser marcadoras de desfecho e tempo de viremia, afetando a sobrevida global (SG)
em 1 e 3 meses, sobrevida livre de progressao (SLP) em 12 meses e o risco de progressao para ITRI, nos
receptores de TCH ou pacientes com leucemia, ou pacientes com tumores sélidos.

+ Usar os dados de shotgun sequencing para avaliar as alteracoes geneticas observadas nas variantes de
SARS-CoV-2 circulando nos pacientes do estudo, correlacionando-as com desfecho e resposta ao
tratamento.

» Determinar as mudanc¢as no perfil metabolémico em fungéo da resposta a administracdo medicamentosa e
de acordo com a evelugdo nos sintomas respiratérios. De modo especifico, serdo comparados os perfis
metaboldomicos de trés grupos de pessoas:

i) grupo controle composto por individuos

saudaveis;

ii) grupo controle composto por pacientes com cancer; e iii) grupo com pacientes com cancer infetados com
SARS-CoV-2.

Especificamente, a analise metaboldomica seguira as seguintes etapas:

1) Obtencao do perfil metaboldmico de amostras de plasma sanguineo dos grupos participantes na
pesquisa mediante a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS);
2) identificacao dos metabdlitos cuja concentracao relativa tenha sido alterada de forma estatisticamente
significativa na comparacao entre os grupos mediante analises uni- e multivariada;

3) interpretacdo biolégica de tais metabolitos para contextualizacdao dos resultados obtidos dentro da
casuistica do estudo.

» O estudo de GWAS sera realizado em cooperacdo com o Consorcio liderado pelo National Institutes of
Health (NIH, USA) em uma colaboragao da Dra. Dirce Carraro, colaboradora desse estudo com os Drs.
Stephen Chanock (NIH) e do Dr. Leandro Colli (USP-Ribeirdao Preto). Os dados dos pacientes oncologicos
com diagnostico de Covid-19 desse estudo serdo analisados juntamente com os dados da genotipagem de
aproximadamente 40.000 pacientes, incluindo outros pacientes oncolégicos, de outros paises,
principalmente dos Estados Unidos. Os dados de genotipagem dos pacientes desse estudo serao

disponibilizados para serem utilizados em uma
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analise integrada com os demais resultados das outras abordagens “Omicas” e do perfil imune.

OBJETIVO (S) SECUNDARIO (S)

+ Compreender melhor os efeitos das subpopulacdes de células imunes e citocinas/ quimiocinas na
progressao e gravidade das infeccdes pelo SARS -CoV-2 e cancer;

* Realizar uma analise da interagao entre os perfis imunes e o microbiota e medidas clinicas de doengas
respiratorias e cancer;

+ Avaliar o papel do “interferoma”, ou seja, a expressdo génica de genes modulados por interferon, na
resposta imune sistémica e local, nos diferentes grupos de pacientes infectados por SARS-CoV-2 incluidos
neste estudo [25].

« Identificacao de proteinas e metabdlitos na evolugao da infec¢ao pelo novo Coronavirus (SARS-CoV-2) em
pacientes receptores de transplante de células hematopoiéticas, com neoplasias hematologicas ou tumores
sélidos.

+ Identificacdo de variantes geneticas de susceptibilidade a manifestagcao de sintomas graves nesta
populacao.

+ Determinar os dias livres de ventilagdo mecanica nos pacientes que evoluiram para SARS.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
RISCOS
Nao ha riscos adicionais pois os sujeitos do estudo serao submetidos a procedimentos padrées do cuidado

meédico e tratamento com drogas ja conhecidas e aprovadas.

BENEFICIOS

Beneficios/Riscos potenciais da pesquisa para os participantes:Os potenciais beneficios sao relacionados
ao uso de tratamento com HCL ou tocilizumab para tratar as formas graves da COVID-19 e os potenciais
riscos serao os mesmos envolvido nas praticas clinicas rotineiras de coleta de sangue, como flebite e
hematoma, a coleta dos lavados nasais e eventuais coletas de lavado bronchoalveolar fazem parte da rotina

de cuidado e manejo dos pacientes com infec¢ao por virus respiratorios.
Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Emenda 01

Os documentos alterados na presente emenda foram:
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1. PROJETO DETALHADO (Projeto_Coronavirus_E1.pdf) — postado na Plataforma Brasil em 10/06/2021.

2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Tematico_Corona_TCLE_V4.pdf) — postado
na Plataforma Brasil em 10/06/2021.

3. FOLHA DE ROSTO (folhaDeRosto_Emenda_a.pdf) — postado na Plataforma Brasil em 10/06/2021.
Justificativa da Emenda:

1. Mudanca do titulo de: “Determinacao de fatores de risco, resposta imune e microbioma/viroma na
evolucdo da infec¢do pelo novo Coronavirus (SARS-CoV-2) em pacientes receptores de transplante de
células hematopoiéticas, com neoplasias hematoldgicas ou tumores soélidos tratados ou ndo com
hidroxicloroguina e/ou tocilizumabe” Para “Determinac¢ao de fatores de risco associados a resposta imune,
microbioma/viroma e metabolémica na evolugao da infecgao pelo novo Coronavirus (SARS-CoV-2) em
pacientes oncologicos diagnosticados com COVID-19".

2. Inclusao de centro Coparticipante Centro:

Instituto de Quimica - UNICAMP

Pesquisadores: Dra. Valéria Colnaghi Simionato - Laboratério de Analise de Biomoléculas Tiselius

Hans Rolando Zamora Obando - Laboratdrio de Analise de Biomoléculas Tiselius

3. Inclus@o no resumo e no corpo do projeto dos novos dois objetivos referentes a Metabolomica e GWAS.

4. Devido falta de evidéncia no tratamento com HCL e IL-6, no momento do projeto, os mesmos foram

excluidos de todo corpo do projeto.
5. Atualizado o Cronograma.

6. Atualizado o TCLE, anexada versao nova na PB, Versao 4.
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LISTA ATUALIZADA DE CENTROS:
- Instituto de Quimica - UNICAMP; Responsavel: Ana Valéria Colnaghi Simionato.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagiao obrigatéria:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao foram identificados obices éticos nesta emenda.

Consideracdes Finais a critério da CONEP:

=t

mo

Diante do exposto, a Comissio Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigées
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovacao da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_170469] 11/06/2021 Aceito
do Projeto 6 E1.pdf 16:24:45
Folha de Rosto folhaDeRosto_Emenda_a pdf 11/06/2021 |MARJORIE VIEIRA Aceito

16:22:21 | BATISTA

TCLE/ Termos de |Tematico_Corona_TCLE_V4 pdf 10/06/2021 |MARJORIE VIEIRA Aceito

Assentimento / 18:25:10 |BATISTA

Justificativa de

Auséncia

Qutros emendal_Descricao_modificacoes_proj| 10/06/2021 |MARJORIE VIEIRA Aceito
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Apéndice 1 — Matrizes de Correlagdo — coorte de pacientes com tumores hematologicos
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Apéndice 1 — Matriz de Correlacio de pacientes com tumores hematologicos e COVID-19 leve. Fatores
com expressio diferencial entre pacientes com COVID Leve e COVID Grave + Obito (considerando p-valores
iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir matrizes de correlacdo de Spearman, destacando as
interagdes com p-valores inferiores a 0,05.
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Apéndice 1 — Matriz de Correlacio de pacientes com tumores hematolégicos que faleceram em
decorréncia da COVID-19. Fatores com expressdo diferencial entre pacientes com COVID Leve e COVID
Grave + Obito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir matrizes de
correlacdo de Spearman, destacando as interagdes com p-valores inferiores a 0,05.
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Apéndice 2 — Matrizes de Correlagdo — Coorte de pacientes com tumores solidos
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Apéndice 2 — Matriz de Correlagido de pacientes com tumores sélidos e COVID-19 leve. Fatores com
expressdo diferencial entre pacientes com COVID Leve, COVID Grave + Recuperagio e COVID Grave + Obito
(considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir matrizes de correlagdo de
Spearman, destacando as interagdes com p-valores inferiores a 0,05.
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Apéndice 2 — Matriz de Correlacido de pacientes com tumores sélidos que se recuperaram da COVID-19
grave. Fatores com expressdo diferencial entre pacientes com COVID Leve, COVID Grave + Recuperagdo e
COVID Grave + Obito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir
matrizes de correlagdo de Spearman, destacando as intera¢des com p-valores inferiores a 0,05.
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Apéndice 2 — Matriz de Correlacdo de pacientes com tumores sélidos que faleceram em decorréncia da
COVID-19. Fatores com expressdo diferencial entre pacientes com COVID Leve, COVID Grave + Recuperagdo
e COVID Grave + Obito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir
matrizes de correlagdo de Spearman, destacando as intera¢des com p-valores inferiores a 0,05.
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Introduction: The COVID-19 pandemic, caused by the coronavirus SARS-
CoV-2, has impacted health across all sectors of society. A cytokine-release
syndrome, combined with an inefficient response of innate immune cells to
directly combat the virus, characterizes the severe form of COVID-19. While
immune factors involved in the development of severe COVID-19 in the
general population are becoming clearer, identification of the immune
mechanisms behind severe disease in oncologic patients remains uncertain.

Methods: Here we evaluated the systemic immune response through the
analysis of soluble blood immune factors and anti-SARS-CoV-2 antibodies
within the early days of a positive SARS-CoV-2 diagnostic in oncologic patients.

Results: Individuals with hematologic malignancies that went on to die from
COVID-19 displayed at diagnosis severe leukopenia, low antibody production
against SARS-CoV-2 proteins, and elevated production of innate immune cell
recruitment and activation factors. These patients also displayed correlation
networks in which IL-2, IL-13, TNF-alpha, IFN-gamma, and FGF2 were the focal
points. Hematologic cancer patients that showed highly networked and
coordinated anti-SARS-CoV-2 antibody production, with central importance
of IL-4, IL-5, IL-12A, IL-15, and IL-17A, presented only mild COVID-19.
Conversely, solid tumor patients that had elevated levels of inflammatory
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cytokines IL-6, CXCL8, and lost the coordinate production of anti-virus
antibodies developed severe COVID-19 and died. Patients that displayed
positive correlation networks between anti-virus antibodies, and a regulatory
axis involving IL-10 and inflammatory cytokines recovered from the disease.
We also provided evidence that CXCL8 is a strong predictor of death for
oncologic patients and could be an indicator of poor prognosis within days of
the positive diagnostic of SARS-CoV-2 infection.

Conclusion: Our findings defined distinct systemic immune profiles associated
with COVID-19 clinical outcome of patients with cancer and COVID-19. These
systemic immune networks shed light on potential immune mechanisms
involved in disease outcome, as well as identify potential clinically useful

biomarkers.
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Introduction

Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) is an illness caused
by Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (SARS-
CoV-2), identified following an outbreak of unknown
pneumonia cases during 2019. The etiological agent was
classified as a betacoronavirus closely related to Severe
Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) and Middle
East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV),
associated with outbreaks in 2002 and 2012, respectively (1).

Patients infected by SARS-CoV-2 primarily present with
fever, cough, shortness of breath, dyspnea, lung infiltration and
possibly respiratory failure, depending on the disease severity
(1). The symptoms are partially explained by the virus’ biology,
which leads to infection of cells via proteases and angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2), present in respiratory tract tissues
(1). The acute respiratory distress syndrome observed in
COVID-19 is believed to be due to a cytokine-release
syndrome, lack of immune regulation, and may be associated
with multiple-organ failure (2).

Typically about 80% of the cases are classified as mild, 15%
as severe and 5% as critical (1). Nevertheless, data from May
2020 reported that about 90% of the registered cases in Brazil
resulted in hospitalization, of which 30% were admitted to
intensive care units (ICU) (3). Later on, in 2021, 99% of the
cases reported in the Brazilian Healthcare System database
(DATASUS) had resulted in hospitalization, of which 36%
needed ICU admissions, culminating in a rate of death
approximately 37% (4). By October 2022, Brazil had more
than 34 million confirmed cases, and almost 688,000 deaths,
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reaching a lethality of 2% (5). It is important to take into
consideration that that Brazil is a country with a unique
healthcare system, an expressive prevalence of comorbidities
among its population, and that its national vaccination
campaign had a very good coverage once implemented,
explaining in parts both the high rates of hospitalization and
ICU admissions in 2020 and 2021, and the progressively lower
infection and lethality rates by 2022 (4, 6).

In general, male individuals aged 60 or above, with chronic
cardiovascular or respiratory conditions, hypertension, obesity or
diabetes have increased risk of severe disease and death (1, 2).
Individuals with cancer specifically present lower survival rates
(7, 8) with case-fatality percentages ranging from 11% to 26% (9),
and higher chances of hospitalization and death compared to
those from the general population (10). In patients with cancer
the risk of developing severe COVID-19 is associated with
hematologic malignancies, non-white race, age 65 or above,
chronic lymphopenia, use of corticosteroid combined with
immune checkpoint inhibitors therapy, former or current
smoker status, hypertension, and chronic kidney, cardiac or
lung disorders (9, 10). Within the hematological malignancies,
acute myeloid leukemia, aggressive non-Hodgkin lymphoma,
multiple myeloma and plasma cell malignancies were associated
with a greater risk of hospitalization and death (10). Similarly,
some solid tumor patients also showed higher risk of severe
COVID-19 than the general population (8, 11, 12). In Brazil,
a study demonstrated that an increased chance of death in cancer
patients was associated with lung and hematological tumors (13).

Oncologic patients, and in particular those with hematologic

malignancies, often display immunosuppression as a
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consequence of cancer progression or of therapeutic
interventions (14). We hypothesize that specific systemic
immune response profiles in cancer patients may be related to
distinct COVID-19 clinical outcomes and that these profiles
could potentially be used to predict COVID-19 progression.
Thus, we investigated systemic soluble factor immunoregulatory
networks in oncologic COVID-19 patients with differential
clinical outcomes. We identified specific immune mediators
and networks associated with hematologic malignancy patients
that maintained mild COVID-19 vs. those that develop severe
disease and death. These findings advance our understanding of
immune imbalances related to severe COVID-19 in oncologic
patients and point towards potentially clinically useful immune

markers of severity in oncological patients.

10.3389/fimmu.2022.1052104

Results

Hematologic or solid tumor cancer
patients display distinct outcomes of
COVID-19

We separated the oncological patient cohorts into
hematologic cancers (n = 21) and solid tumors (n = 22) based
on previous studies demonstrating distinct clinical outcomes in
cancer patients with COVID-19 (8, 11, 12). We further segregated
COVID-19 disease severity in Mild, Severe-Recovered, and
Severe-Death depending on the use of supplemental oxygen
therapy, based on recommendations by the World Health
Organization (Figure 1A). A summary of patient characteristics,
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Experimental design, cohort clinical characteristics and timeframe of sampling utilized in the study. The first illustration (A) represents the
experimental design of this study. Briefly, oncologic patients from A.C.Camargo Cancer Center that had a positive diagnostic of SARS-CoV-2
infection were invited to participate in the study. Blood samples were drawn at a median of two days after the confirmed diagnostic and
analyzed for the concentrations of soluble factors and cell counts. Then each patient was followed-up and assigned to a group based on the
need of supplemental O, therapy and outcome of COVID-19. Below, the illustration represents the timeframe of hospitalization, symptoms
onset, blood sampling and clinical complications (need of oxygen supplementation and death) observed in hematologic cancer (B) or solid
tumor (C) patients. Time zero was defined as the day of the positive SARS-CoV-2 gPCR positive diagnostic.
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including the timeframe of hospitalization, onset of symptoms,
blood sampling and clinical complications observed during
COVID-19 is shown (Figures 1B, C). Individuals with
hematologic malignancies displayed a distinct COVID-19
evolution as compared to patients with solid tumors, showing
either mild disease or severe disease with progression to death,
whereas 41% of the patients with solid tumors developed severe
COVID-19 but recovered. Further epidemiological information,
such as age and sex distribution, tumor type, treatments, Eastern
Cooperative Oncologic Group (ECOG) performance status
score and cancer status is presented in Table 1 and
Supplementary Figure 1.

Patients with hematologic malignancies
that presented leukopenia, lower anti-
SARS-CoV-2 antibody production, and
higher expression of inflammatory
factors went on to die from COVID-19

To address the potential impact of hematological alterations
on COVID-19 progression and outcome, we first evaluated
biochemical and hematological parameters assessed at the time
of the SARS-CoV-2 infection diagnosis (Figure 2). Patients with
hematologic malignancies that presented with leukopenia, which
reflected a decrease in lymphocytes and monocytes (Figure 2A),
went on to die from COVID-19 (Severe-Death group). In
addition, hematocrit and hemoglobin values were also lower in
Severe-Death hematologic patients, as compared to Mild
(Figure 2B), while neutrophil and platelet numbers did not
differ between groups (not shown). Conversely, biochemical
analysis showed augmented levels of CRP and D-dimer in the
Severe-Death hematologic cancer patients as compared to the
Mild group (Figure 2C), whereas none of the hematological or
biochemical parameters differed between solid tumor patients
with distinct clinical outcomes (Figures 2A-C).

Next, we aimed to better understand the mechanisms related
to disease evolution and clinical outcome. To do so we evaluated
circulating soluble mediators in plasma sampled within a median
of two days of SARS-CoV-2 positive diagnostic (Figure 3).

Within the hematologic cancer patient cohort there was a
striking increase in the levels of the chemokines CCL2, CCL3,
CCL4, CXCL8, and the cytokine IL-1PB, in the Severe-Death
group compared to the Mild group (Figure 3A). Levels of
VEGFA and most of the cytokines measured (IL-2, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-13, IL-15, IL-17A and IL-1RN) were also increased or
showed similar trends in Severe-Death hematologic patients as
compared to Mild, with no differences in FGF2, PDGFB, and
TNFo concentrations (Figures 3B, C). No difference was
observed for CCL5, CCL11, Colony Stimulating Factor 2
(CSF2), Colony Stimulating Factor 3 (CSF3), IFN-y, IL-7, IL-9,
as well as IL-12A or IL-4, critical for Tyl and Ty2 subset
polarization, respectively (Supplementary Figure 2).
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Conversely, patients with solid tumors had fewer changes in
the levels of soluble factors than that observed in the hematologic
group (Figure 3), displaying higher concentrations of CXCLS
among patients that went to die compared to those who
recovered (Figure 3A). The concentration of IL-6 was increased
in patients with severe disease that progressed to death as
compared to Mild, while a similar trend was observed for
CCL3, CXCL8, FGF2, and TNFo (Figures 3A-C). The growth
factor PDGFB presented a trend toward a decrease in
concentration comparing patients with mild disease and those
who would die from COVID-19 (Figure 3B). In addition, IL-15
showed a trend to increase in patients that had severe disease and
recovered, as compared to those in the Mild group (Figure 3C).

Lastly, we determined the levels of IgA, IgG and IgM
antibodies against SARS-CoV-2 nucleocapsid, spike proteins
(spike 1 and spike 2), and receptor binding domain (RBD) in
patients with different tumors and COVID-19 outcomes
(Figure 4). Interestingly, we observed an overall decrease in
levels of IgM and IgG anti-SARS-CoV-2 proteins in the
hematologic cancer patients that would die from COVID-19
(Figures 4B, C), while no changes were observed in IgA levels
(Figure 4A). We also observed a dramatic decrease in IgM anti-
nucleocapsid comparing individuals who progressed to death
with those who cured among the solid tumor patients
(Figure 4C). An overview of the mean antibody production is
represented with radar charts for both hematologic malignancies
patients (Figure 4D) and solid tumors patients (Figure 4E),
showing a similar pattern of antibody synthesis from different

immunoglobulin classes.

Unsupervised cluster and network
analysis identifies immunological
parameters that segregate death from
other clinical outcomes in patients with
hematologic tumors

To identify combinations of factors that segregate among
distinct COVID-19 clinical outcomes we performed an
unsupervised cluster analysis within each cancer group,
considering only factors with a p-value of 0.1 or below.
Hematologic cancer patients segregated based on a major
cluster of high production of immune mediators in the Severe-
Death group, together with lower levels of IgG and IgM anti-
SARS-CoV-2 proteins and lower counts of leukocyte
subpopulations (Figure 5A). The solid tumor groups separated
the Severe-Death patients in one branch characterized by higher
production of soluble immune factors and lower production of
IgM. This branch also contained patients with other outcomes,
whereas the remainder of patients that had mild COVID-19 or
recovered from the disease grouped in secondary branches
(Figure 5B). Categorical patient data, such as chemotherapy one
month prior to COVID-19 diagnostic, presence of leukopenia,
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TABLE 1 Clinical and demographic characteristics of COVID-19 hematologic cancer and solid tumor patients.

Onco-hematologic (n = 21) Solid Tumor (n = 22)
Mild (n = 15) | Severe-Death (n =6) Mild (n =8) Severe-Recovered (n =9) | Severe-Death (n = 5)

Age

Median 58 75 60.5 69 71

Range 31-86 60-84 32-73 51-78 59-76

p-value (median)* p =0.0990 p = 0.1459

p-value (Fisher)* p = 0.0456 p = 0.9999
Sex

Female 6 (40%) 2 (33%) 5 (63%) 2 (22%) 3 (60%)

Male 9 (60%) 4 (67%) 3 (37%) 7 (78%) 2 (40%)

p-value (Fisher)” p = 0.9999 p = 0.6241 ‘
ECOG Score ‘

Zero 12 (80%) 3 (50%) 6 (75%) 6 (67%) 2 (40%)

L1 3 (20%) 2 (33%) 2 (25%) 3 (33%) 2 (40%)

-1V 0 (0%) 1(17%) 0 (0%) 0 (0%) 1(20%)

p-value (Fisher)® p=0.2857 p=02273

Hematological Malignancy

Lymphoma 9 (60%) 2 (33%) NA NA NA

Leukemia 2 (13%) 1(17%) NA NA NA

Myeloma 2 (13%) 3 (50%) NA NA NA

Other hematological 2 (12%) 0 (0%) NA NA NA

Solid Tumor

Breast NA NA 3 (38%) 0 (0%) 0 (0%) |
Digestive Organs NA NA 2 (25%) 1 (11%) 3 (60%) ‘
Prostate NA NA 2 (25%) 1 (22%) 0 (0%) ‘
Urinary Tract NA NA 0 (0%) 2 (22%) 2 (40%) ‘
Lungs NA NA 0 (0%) 2 (22%) 0 (0%) ‘
Reproductive System NA NA 0 (0%) 1 (11%) 0 (0%)

Other NA NA 1 (12%) 2 (22%) 0 (0%)

Comorbidities

Diabetes 3 (20%) 2 (33%) 2 (25%) 2 (22%) 2 (40%)

Obesity 1(7%) 1 (17%) 2 (25%) 2 (22%) 0 (0%)

Cardiac Disease 6 (40%) 6 (100%) 4 (50%) 7 (78%) 2 (40%)
Neurologic Disease 0 (0%) 1 (17%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%)
Pulmonary Disease 1(7%) 0 (0%) 1 (12%) 3 (33%) 0 (0%)

Renal Disease 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (22%) 0 (0%)

Smoker (Current) 1 (7%) 0 (0%) 1 (12%) 1 (11%) 0 (0%)

(Continued)
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TABLE 1 Continued

Onco-hematologic (n = 21)

Solid Tumor (n = 22)

10.3389/fimmu.2022.1052104

Mild (n = 15) | Severe-Death (n=6) Mild (n=8) | Severe-Recovered (n =9) | Severe-Death (n = 5)
Smoker (Former) 2 (13%) 2 (33%) 3 (38%) 2 (22%) 1 (20%)
Former Infection® 2 (13%) 2 (33%) 0 (0%) 3 (33%) 0 (0%)
Treatment (Cancer)
Cell Transplant 3 (20%) 3 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Chemotherapy 12 (80%) 5 (83%) 5 (63%) 7 (78%) 4 (80%)
CDh;]’)"“““ ik 1 (7%) 1.(17%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
C[,h;];]mn (Anti- 1 (7%) 2 (33%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Immuno (PD-1 Axis) 1 (7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%)
Radiotherapy 2 (13%) 0 (0%) 2 (25%) 5 (56%) 2 (40%)
Surgery 4(27%) 0 (0%) 5 (63%) 5 (56%) 4 (80%)
Targeted Therapy 0 (0%) 0 (0%) 1 (12%) 2 (22%) 0 (0%)
Cancer Status
Under Investigation 5 (33%) 2 (33%) 1 (12%) 0 (0%) 1 (20%)
Stable Disease 5 (33%) 1 (17%) 4 (50%) 8 (89%) 3 (60%)
Remission 4.(27%) 1 (17%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%)
Progression 1(7%) 2 (33%) 3 (38%) 1(11%) 0 (0%)

*Considering alive vs. deceased patients (Mann-Whitney test).

“Considering alive vs. deceased patients to verify if death outcome is influenced by age (Fisher’s exact test).
SConsidering alive vs. deceased patients, comparing individuals with ECOG scores 0-2 vs. 3-4 (Fisher’s exact test).

“Refers to pulmonary infections or chronic infections of the urinary system.
Bold values indicate p<0.05.

gender, ECOG score, or tumor grade, did not cluster together with
disease outcome. A similar segregation of groups was seen using
all the factors analyzed in this project (Supplementary Figure 3).

To further investigate immunoregulatory mechanisms
involved in the response against SARS-CoV-2 and differential
clinical outcomes, we generated correlation matrices and
functional networks between the soluble immune mediators,
anti-SARS-CoV-2 antibodies, leukocyte counts and
biochemical indicators.

In patients with hematologic malignancies, we observed
striking positive correlations regarding antibody responses in
Mild patients, as well as a co-regulation of immunoregulatory
cytokines, many of which were missing in those who progressed
to death (Figures 6A, B). Additionally, we identified a negative
correlation between the immunoregulatory cytokine IL-10 and
general IgM antibody responses in patients with mild disease,
which was not observed in those who progressed to death
(Figure 6A). In the Mild group, network analysis also showed
several hierarchical interactions, with IL-4, IL-5, IL-12A, IL-15,
and IL-17A as major nodes interacting with many immune
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mediators (Figure 6A). The cytokine IL-15 showed positive
correlations with 13 immune factors, including IL-2, IL-12A,
IEN-y, and anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid and spike 2 IgG,
classic markers of a Tyl type immune response (Figure 6A;
Supplementary Figure 4A). The anti-inflammatory cytokine IL-
10 increased with increasing levels of IL-5 and D-dimer,
indicating a potential coregulation of inflammatory responses.
IL-10 also correlated negatively with several IgA and IgM anti-
SARS-CoV-2 antibodies. In Severe-Death patients, we observed
a bigger impact for interactions formed by the inflammatory
cytokines TNF-alpha and IL-2, which had positive correlations
with anti-SARS-CoV-2 IgG antibodies, IL-1RN, IL-4, IL-10 and
FGF2 (Figure 6B). Further positive interactions were formed
between the inflammatory cytokines IL-6, IL-15 and IFN-y with
different chemokines and IL-13, of which the majority had
elevated concentrations in the Severe-Death as compared to
the Mild group (indicated by red stars). Lastly, interactions
between antibodies decreased among Severe-Death patients in
comparison with Mild patients, whereas overall Spearman’s rho
values increased with disease severity, highlighting the
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Biochemical and hematological analysis of plasma reveals that low numbers of leukocyte subpopulations are associated with death in patients
with hematologic malignancies. Blood samples were collected within two days (median; 1 — 4 Cl) of the positive SARS-CoV-2 diagnosis, while
hemogram and biochemical exams data were gathered from electronic health records. The graphs depicts leucocytes and subpopulations (A),
hematologic parameters (B), and biochemical parameters (C). Groups were defined based on disease severity, as Mild (green), Severe-
Recovered (blue), or Severe-Death (red), as described. Gray dashed lines indicate the reference value ranges for each exam. Data is presented as
median plus 95% confidence intervals and was analyzed with Kruskal-Wallis adjusted for multiple comparisons followed by Dunn's post-hoc test
or Mann-Whitney test. All exact p-values below 0.1 are shown. CRP, C-Reactive Protein; N = 21 for Onco-hematologic and N = 22 for Solid

tumors group.

exacerbated immune response (Figures 6A, By Supplementary
Figure 4A). Overall, these findings point to a broad and
regulated immune response among hematologic patients who
developed mild COVID-19, whereas patients that showed early
signs of cytokine-release syndrome, lack of humoral responses
and poor immunoregulatory networks progressed to death.

On the other hand, the networks from solid tumor patients
were distinct from those seen in patients with hematologic
malignancies, highlighting different immune mechanisms
behind COVID-19 progression and outcome (Figures 6 and
7). Correlation matrices indicate that patients who progressed to
mild or recovered from severe COVID-19 presented several
positive correlations among the immunological parameters
analyzed, which were virtually lost in Severe-Death patients
(Figure 7). One of those was the striking positive correlations
regarding antibody responses in Mild and Severe-Recovered
patients, which were not observed in Severe-Death group
(Figure 7). Interestingly, a cluster of positively correlated
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inflammatory cytokines (IL-1B, IL-2, IFN-y and FGF2) was
present in Severe-Death patients and missing from mild and
Severe-Recovered patients (Figure 7).

Mild solid tumors patients showed a complex network
characterized by positive correlations between anti-SARS-
CoV-2 antibodies, with IgG and IgA correlating strongly with
IL-7, IL-9, IL-4 and platelet counts. In addition, they showed
positive networks between anti-inflammatory factors (IL-1RN)
and inflammatory factors (IFN-y, IL-17A, CCL3, and IL-6),
suggesting a coregulation of the inflammatory response
(Figure 7A). Moreover, among Severe-Recovered patients, IL-
4, IL-12A, IL-15 and IL-17A formed strong positively correlated
interactions with one another. IL-4 correlated with other Ty2
factors, such as CCL11 and IL-9, whereas FGF2 also correlated
with Tyl factors, such as IL-15, IL-12A, and IL-7 (Figure 7B).
Furthermore, Severe-Recovered patients presented positive
correlations specifically between IL-10, IL-17A and TNF,
indicating an important regulatory axis. Overall, these findings
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Patients with hematologic malignancies and COVID-19 that display an exacerbated soluble immune profile develop severe disease culminating
in death. Blood samples were collected within two days (median; 1 — 4 CI) of the positive SARS-CoV-2 diagnostic and analyzed for 27 immune
mediators, being them recruitment factors (A), growth factors (B), and cytokines (C). Groups were defined based on disease severity, as Mild
(green), Severe-Recovered (blue), or Severe-Death (red), as described. Data is presented as median plus 95% confidence intervals and was
analyzed with Kruskal-Wallis adjusted for multiple comparisons followed by Dunn'’s post-hoc test or Mann-Whitney test. All exact p-values
below 0.1 are shown. IL-1RN, Interleukin 1 Receptor Antagonist. N = 21 for Onco-hematologic and N = 22 for Solid Tumors group.

point to an active complex immunoregulatory network
indicative of a balanced type I immune response in solid
tumors patients that had mild COVID-19, whereas patients
that recovered from severe disease presented an immune
profile indicative of mixed type I and type II responses
(Figures 7A, B).
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In stark contrast, solid tumor patients that went on to die
showed fewer interactions (Figure 7C and Supplementary
Figure 4B), characterized by a node composed of CXCLS8, D-
dimer and monocytes, as well as an IL-15 axis characterized by
both strong positive and negative correlations. Most interactions

between IgG, IgM or IgA antibodies were lost in comparison
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FIGURE 4

COVID-19 positive patients with hematologic malignancies that develop severe disease culminating in death display decreased IgG anti-SARS-
CoV-2 antibodies before disease progression. Blood samples were collected within two days (median; 1 — 4 Cl) of the positive SARS-CoV-2
diagnostic and analyzed for Immunoglobulins IgA (A), IgG (B) and IgM (C) anti-SARS-CoV-2 proteins as described in Materials and Methods.
Radar charts for Onco-hematologic (D) or Solid Tumors (E) patients show the mean values for each factor after flucrescence intensity data was
normalized by Ln(x+1). Groups were defined based on disease severity, as Mild (green), Severe-Recovered (blue), or Severe-Death (red), as
described. Data is presented as median plus 95% confidence intervals and was analyzed with Kruskal-Wallis adjusted for multiple comparisons
followed by Dunn’s post-hoc test or Mann-Whitney test. All exact p-values below 0.1 are shown. Nucleocapsid, RBD, Spike 1 and Spike 2 labels
refers to 1gG antibodies anti-SARS-CoV-2 proteins. RBD, Receptor Binding Domain. N = 21 for Onco-hematologic and N = 22 for Solid Tumors
group (IgG and IgM measurements) and N = 14 for Onco-hematologic and N = 21 for Solid Tumors group (IgA measurements).

with solid tumor patients that progressed to better outcomes. antibody production in those patients (Figure 7). Lastly, the
Moreover, almost all interactions between IgA and IgM anti- overall strength of the correlations between factors within the
SARS-CoV-2 proteins and other factors were negative, Severe-Death group was stronger than that in the Mild and
suggesting that increased immune activity was detrimental to Severe-Recovered groups (Supplementary Figure 4B).
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High levels of immune mediators, low IgG anti-SARS-CoV-2, and low leukocyte subpopulations segregate Severe-Death patients with
hematologic malignancies from those with Mild disease outcomes. Blood samples were collected within two days (median; 1 — 4 Cl) of the
positive SARS-CoV-2 diagnostic and analyzed for 27 immune mediators and for immunoglobulins anti-SARS-CoV-2 proteins, as described in
Materials and Methods. Groups of hematologic cancer patients (A) and solid tumors patients (B) were defined based on disease severity as
described. All data was normalized by natural logarithm + 1 [In(x +1)] before running an unsupervised cluster analysis and generation of the
heatmap using ClustVis platform as described in Materials and Methods. In (A) both rows and columns were clustered by Manhattan distance
and Complete linkage. In (B) both rows and columns were clustered by Euclidean distance and Ward linkage. Nucleocapsid, RBD, Spike 1 and
Spike 2 labels refers to antibodies anti-SARS-CoV-2 proteins. CRP, C-Reactive Protein; RBD, Receptor Binding Domain. *Refers to active cancer
therapy one month prior to COVID-19 diagnosis.
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FIGURE 6

Correlation networks suggest that immune hyperactivation and an impaired antibody response are correlated with death outcome in patients
with hematologic malignancies. Data from electronic health records, 27-Plex assay and anti-SARS-CoV-2 proteins’ antibodies assays was used
to construct a Spearman’s correlation matrix with all statistically significant (p < 0.05, highlighted as *) Spearman’s Rho values, ranging from -1
to 1. The matrix was then used to construct the correlation networks. Red lines connecting the spheres represent positive correlations, whereas
line thickness and hotter colors represent correlations with Rho closer to 1. Blue lines connecting the spheres represent negative correlations,
whereas line thickness and colder colors represent correlations with Rho closer to -1. Spheres’ sizes correlate with the number of interactions
for each factor, whereas the bigger radius represents factors with more interactions. Spheres’ colors represent factors that have similar activities,
characteristics or functions. Disease groups were defined as Mild (A: n = 15) and Severe-Death (B; n = 6), as described. Nucleocapsid, RBD,
Spike 1 and Spike 2 labels refers to antibodies anti-SARS-CoV-2 proteins. Monocytes, Neutrophils and Platelets refers to blood counts per mm?®
of blood. CRP, C-Reactive Protein; FGF2, Fibroblast Growth Factor 2; IL-1RN, Interleukin 1 Receptor Antagonist; RBD, Receptor Binding Domain.

Cytokine levels in early stages of disease
act as predictive markers for COVID-19
severity

To investigate the predictive power of soluble immune
factors for identifying patients that will go on to severe disease
and death (Severe-Death group) vs. those that will recover (Mild
and Severe-Recovered groups), we performed a random forest
analysis, followed by receiver operating characteristic (ROC)

curve analysis.
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As expected, forest plots showed that patients with
hematologic neoplasms had many more segregating factors in
comparison with solid tumor patients (Figures 8A, B). While
CXCL8 and IL-6 were the most important factors that segregated
Severe-Death solid tumors patients, CXCL8, CRP and IL-6 had
important roles for segregation of patients with hematologic
cancers (Figures 8A, B). Interestingly, for both groups antibodies
were important factors for segregating patients that had better
outcomes, whereas inflammatory factors were important for

segregating individuals that went on to die (Figures 8A, B).
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FIGURE 7

Correlation networks suggest lack of immune regulation and loss of coordinated antibody production in patients with solid tumors that went on
to die from COVID-19. Data from electronic health records, 27-Plex assay and anti-SARS-CoV-2 proteins’ antibodies assays was used to
construct a Spearman’s correlation matrix with all statistically significant (p < 0.05, highlighted as *) Spearman’s Rho values, ranging from -1to 1.
The matrix was then used to construct the correlation networks. Red lines connecting the spheres represent positive correlations, whereas line
thickness and hotter colors represent correlations with Rho closer to 1. Blue lines connecting the spheres represent negative correlations,
whereas line thickness and colder colors represent correlations with Rho closer to -1. Spheres’ sizes correlate with the number of interactions
for each factor, whereas the bigger radius represents factors with more interactions. Spheres’ colors represent factors that have similar activities,
characteristics or functions. Disease groups were defined as Mild (A; n = 8), Severe-Recovered (B; n = 9) and Severe-Death (C; n = 5), as
described. Nucleocapsid, RBD, Spike 1 and Spike 2 labels refers to antibodies anti-SARS-CoV-2 proteins. Lymphocytes, Monocytes, Neutrophils
and Platelets refers to blood counts per mm? of blood. CRP, C-Reactive Protein; FGF2, Fibroblast Growth Factor 2; IL-1RN, Interleukin 1
Receptor Antagonist; RBD, Receptor Binding Domain.

Next, we performed predictive analysis using ROC curves considering how the immune mediator concentration would

with the top hits identified from the random forest analysis and
identified factors that resulted in the highest AUC with clear
cutoff values. We also plotted curves in an X by Y graph
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influence the probability of death of an individual. Then we
applied a Grompetz Growth model, which was the best to
explain the data distribution (Figures 8C-E). We observed that
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@ Deceased Patients

Random forests classification and receiver operating characteristic (ROC) curve analysis indicates CXCL8 as a predictor of death for oncologic
patients infected by SARS-CoV-2. Data from electronic health records, 27-Plex assay and anti-SARS-CoV-2 proteins” antibodies assays was used
as a base for random forests classification analysis (A, B) or ROC curves construction (C—E). Graphs in (A) and (B) show the importance of each
factor to segregate outcomes of hematologic cancer patients (A, C) or solid tumors patients (B, D). ROC curves show area under the curve
(AUC), 95% confidence interval of the AUC, p-value, Tjur's pseudo R? and odds ratio for hematologic cancer patients (C), solid tumors patients
(D), or both (E). Related line charts show predicted probability of death, R?, and variables for the Gompertz Growth model. Dashed blue lines
indicate proposed cutoffs in pg/mL For both groups the outcomes were defined as recovery (indicating all patients that survived) versus death
(all patients that went on to die). In (A, C), n = 15 for "Recovery” and n = 6 for "Death”; In (B, D), n = 17 for “Recovery” and n = 5 for "Death”. In
(E), n = 22 for "Recovery” and n = 11 for "Death”. Nucleocapsid, RBD, Spike 1 and Spike 2 labels refers to antibodies anti-SARS-CoV-2 proteins.

CRP, C-Reactive Protein; RBD, Receptor Binding Domain.

CXCL8 (AUC 0.98) and VEGFA (AUC 0.94) were particularly
good at predicting COVID-19 outcomes within hematologic
cancer patients (Figure 8C), while CXCL8 (AUC 0.89) and IL-6
(AUC 0.88) were good predictors for solid tumor patients
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(Figure 8D). Finally, we identified both CXCL8 (AUC 0.93)
and IL-6 (AUC 0.92) as excellent predictors of death for
oncologic patients in general, regardless of whether they had

hematologic or solid tumors (Figure 8E).
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Discussion

Our data shows that hematologic and solid tumor cancer
patients display distinct systemic immune, hematological and
biochemical indicators of disease following infection with SARS-
CoV-2, and that these characteristics are capable of segregating
patients based on disease outcome (Figure 9).

First, among blood and biochemical measurements, the
hematologic cancer cohort displayed increased CRP and D-
dimer concentrations and lower hematocrit and hemoglobin
levels in patients that progressed to death (Severe-Death group)
(Figures 2B, C). Although D-dimer evaluation, leukopenia and
lymphopenia are useful markers indicative of COVID-19
severity in the general population (15, 16), only the
hematologic cancer cohort displayed significant differences in
D-dimer concentrations, and lymphocytes and monocyte counts
(Figures 2A, C). However, it is of note that solid tumor COVID-
19 patients may also suffer a reduction in specific populations of
T cells (17) throughout the disease.

Regarding the systemic soluble immune molecules, the
analysis revealed distinct immune networks between
hematologic and solid tumor cancer patients, however, both
groups displayed elevated concentrations of IL-6 and CXCL8
among individuals that progressed to death (Figure 3 and 5). The
two factors are associated with cytokine-release syndrome and
COVID-19 severity (12, 17, 18), and have roles in inflammation,
myeloid cell recruitment and tissue damage (19). In our study,
they were good early indicators of death risk (Figure 8).

Among patients with solid tumors, the analysis also showed

a trend to increased concentrations of IL-15 in plasma of

A
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FIGURE 9
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patients that recovered from the disease compared with
patients who only presented mild COVID-19. This increased
concentration was significant in patients with hematologic
malignancies that would die from COVID-19 compared to
individuals that would present only the mild form of the
disease (Figure 3C). Given that NK cells participate in antiviral
responses, and that IL-15 is a cytokine with an important role in
the proliferation and biology of NK cells (20), it is of interest to
determine the role of these cells as inflammatory drivers or
infection-resolving agents.

Furthermore, Severe-Death hematologic cancer patients
showed a trend to increased production of IL-17A, similar to
what is observed in individuals from the general population
infected by SARS-CoV-2 and other SARS viruses (21). The
Severe-Death hematologic cancer group also had elevated
concentrations of IL-5 and IL-13 (Figure 3C). These factors
are associated with eosinophil activation, airway complications,
pulmonary diseases, and COVID-19 severity (18, 19, 21), but
their exact role in COVID-19 progression or resolution is not
well understood.

We also observed increased concentrations of CCL2, CCL3,
CCL4, VEGFA and IL-1P in Severe-Death hematologic cancer
patients (Figures 3 and 5A). These factors are important for
recruitment of myeloid cells, induction of fever and
inflammation (22), and development and restructuring of
blood vessels (23). VEGFA specifically is associated with virus
spread (24), hypoxia, and tissue-related damage during COVID-
19 (25). Overall, patients with hematologic malignancies seem to
suffer from exacerbated immune responses, possibly related to

the lack of leukocyte subpopulations during the initial phases of

Mild

Antibodies (-igM Anti-
Nug! ; \

Cytokines (-IL-);

Chemokines (- CXCLE);
Growth Factors;
Biochemical &

Hematological
parameters

/

Solid Tumors

Patient L6

Severe-Recovered Severe-Death

Patients with hematologic malignancies and solid tumors display distinct circulating immune profiles associated with clinical outcomes. Venn
diagrams were drawn to summarize the findings of this study, highlighting factors with higher concentrations between the groups. Early
increased immune cells and antibody production were associated with mild COVID-19, whereas increased concentrations of inflammatory
immune markers were associated with death in the Onco-hematologic group (A). On the other hand, only IL-6 was associated with death
among patients with solid tumors. In fact, for those patients, death outcome was associated with a breakdown of coordinate production of
antibodies and regulation of soluble factors rather than with broad differences in the concentrations of soluble mediators (B). Lastly, although
patients with hematologic and solid tumors display distinct profiles of soluble immune markers, CXCL8 (underlined) was an important early
predictive factor of patients that would progress to death from COVID-19 across all cancers. Lymphocytes and monocytes refer to cell counts
per mm? of blood. Antibodies refers to IgA, IgG and IgM anti-SARS-CoV-2 Nucleocapsid, Receptor Binding Domain, Spike 1 and Spike proteins.

CRP, C-Reactive Protein; IL-1RN, Interleukin 1 Receptor Antagonist.

Frontiers in Immunology

14

frontiersin.org




Pignataro-Oshiro et al.

infection, since leukopenia is associated with death and the
presence of CD8" T Cells with survival (10, 26). Nevertheless,
this hypothesis in the oncologic context still needs
further investigation.

We also found a striking decrease in the plasma levels of IgG
and IgM anti-SARS-CoV-2 proteins in Severe-Death
hematologic patients, which was not seen in Severe-Death
solid tumor patients (Figure 4). While antibody titers may
vary over the two weeks following the onset of COVID-19
symptoms (27), our findings show that initial antibody levels
shortly after diagnosis among hematologic cancer patients
indicate possible individuals that would have mild disease, or
progress to death (Figures 4 and 5A), which was also shown in
patients from the general population (28).

This lack of effective antibody-based responses among
hematologic cancer patients may be associated with myeloma
(29), weak T cell responses (30, 31), and oncologic treatments

32). In the COVID-19 context data on this topic is scarce and
outcomes are dependent on the type of tumor, treatments,
treatment timings, and individual factors (13). The few
publications regarding the immune response of patients with
cancer against SARS-CoV-2 infections shed light on how
chemotherapy, stem cell transplant, and anti-CD20 therapies
negatively impact antibody production (33, 34). Nevertheless, we
could not observe a clear bias in hematologic malignancy type or
cancer treatment in production of antibodies or in the outcome
of COVID-19 among our patients (Figure 5, Table 1).

Regarding the multiple correlation analysis, patients with
hematologic malignancies that presented only mild disease had
extensive networks between a number of immune factors and
antibodies, also involving cytokines associated with type I, IT and
III immune responses (Figures 6A, B; Supplementary
Figure 4A). We observed prominent roles for type I associated
factors, such as IL-2, IL-7, IL-12A, IL-15, and antibodies in
general (Figure 6A), which are known for their importance for
combating SARS-CoV-2 infection (25, 35, 36). We also observed
a possible regulatory axis for type II responses composed of IL-4,
IL-5, and IL-10, and an interesting interaction between IL-17A,
CCL4 and CRP (Figure 6A). Although C-reactive protein is well
known for its association with inflammation, it is important to
note that this factor also display regulatory proprieties (37).

Regarding Severe-Death hematologic cancer patients, we
observed a chemokine axis involving CCL2, CCL3, CXCL8 and
IL-6, and an inverse correlation between IL-1B and monocytes
(Figure 7C), indicating that those patients displayed an
exacerbated inflammatory response as compared to patients
that recovered from COVID-19. We also observed strong
correlations involving IL-2, TNF-alpha and immunoglobulins,
pointing to an immune response skewed toward myeloid-derived
cells, which could further exacerbate the pathological process (25,
38). Supporting this possibility are previous findings indicating
that high levels of TNF-alpha and IL-6 correlate negatively with T
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cell numbers in severe COVID-19 in the general population (30),
and that B cell numbers and antibodies are reduced in COVID-19
patients with hematologic malignancies (17). Taken together
these results suggest that the lack of a balanced and effective
type I lymphocyte-based response, together with an exacerbated
inflammatory response, are critical factors leading to death
among patients with hematologic malignancies.

On the other hand, network analysis of soluble factors from
patients with solid tumors showed that in mild disease IL-1RN
forms a potential immunoregulatory network (Figure 7A). IL-
IRN is seen in severe COVID-19 patients from the general
population (18), and may have a role counterbalancing
inflammatory activity (22) in patients with mild disease.
Contrary to what was observed in patients with better
outcomes, the Severe-Death group was marked by a negative
correlation between IL-4 levels and IgM anti-SARS-CoV-2
proteins (Figure 7C). In addition, the Mild group displayed a
strong correlation between anti-SARS-CoV-2 antibodies, IL-7,
and IL-9 that was not seen in the severe disease groups
(Figure 7). Interestingly, IL-9 shares the y-chain receptor with
other lymphocyte-proliferation cytokines, such as IL-2, IL-4 and
IL-7, and aside from its effects on promoting allergic
inflammation, IL-9 can also influence the effector activities of
T and B lymphocytes, even enhancing the production of IgE and
IgG from human cells (39, 40). Conversely, the Severe-Death
group was marked by a strong positive correlation between
CXCL8, D-dimer and monocytes (Figure 7C), factors associated
with COVID-19 severity among the general population (7, 25,
41, 42), and in solid tumor patients specifically (17). Lastly, we
also observed in the Severe-Death group an IL-15-based axis
characterized by both strong positive and negative correlations
with several immune mediators (Figure 7C), which highlights
the need of a thorough investigation about the role of IL-15 in
patients with cancer and COVID-19, given that exhausted T and
NK cell populations are observed throughout the disease (17,
28, 35).

Finally, our predictive analysis showed distinctive roles for
VEGFA, CXCLS8, and IL-6 in segregation of patients by outcome
(Figure 8). None of these factors — with the exception of IL-6 —
were important predictors of mortality in studies with large
numbers of markers regarding COVID-19 in the general
population (18, 43). Therefore, our findings support the need
of further studies to validate the use of these factors as potential
clinically useful biomarkers.

However, this work has some limitations worth highlighting.
The first factor is that cancer itself is a disease with broad
manifestations, influenced by several factors, many of which
cannot be controlled in a real-life setting. Therefore, we
recognize that our cohorts are heterogeneous and that each
type of cancer can influence the immune response in particular
ways. The second is that cancer therapies also may affect the

immune response in particular ways, a situation that depends on
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several individual factors, one of which is the type of cancer
itself. The last is the limited number of patients — a fact present
in other studies regarding cancer and COVID-19 (17, 26, 33),
and the very specific population (from a Cancer Center in
Brazil with acute COVID-19 patients that were all naive
to SARS-CoV-2 vaccines). Importantly, despite these
complexities, we identified immune molecules and networks
associated with COVID-19 clinical outcome among our cancer
patient cohorts.

To the best of our knowledge, this is the first immune-focused
study comparing distinct COVID-19 outcomes in patients with
cancer. Qur results indicate important differences in immune
responses in solid tumor and hematologic cancer individuals with
COVID-19, suggesting that inflammation based on myeloid-
derived cells in early phases of infection could be detrimental
for the onset of severe disease and death, as indicated by other
studies (25, 41, 42). Given that CXCL8 was an important
predictive factor of disease outcome in oncologic patients, it will
be interesting to assess if this finding is also observed in other
cohorts, and how a therapeutic approach reducing neutrophil-
based inflammation could help patients infected by SARS-CoV-2.
In addition, investigating specific immune cell populations
present in the blood could also help in understanding the
different COVID-19 outcomes observed in oncologic patients,
especially those with hematologic malignancies.

Materials and methods
Patient enrolment and classification

From May to November 2020, we included 43 oncologic
patients with a recent diagnostic of SARS-CoV-2 from
A.C.Camargo Cancer Center (Table 1). All volunteer patients
received information about the project and gave written consent
to participate before initiation of any procedure regarding this
work. Individuals were segregated by solid tumors or
hematological malignancies based on their previous diagnostic.
If the individual had a history of both solid and hematologic
tumors, the group selection was based on the most recent or
active cancer. Severity of COVID-19 was determined based on
the World Health Organization’s proposed recommendations
(44), as follows: Mild, no oxygen therapy; Severe-Recovered, for
patients who had oxygen therapy, but recovered from the
disease; and Severe-Death, for patients who had oxygen
therapy and went on to die from COVID-19. For patients that
received supplemental O,, we considered a minimum of two
days of therapy. All patients that received supplemental O,
therapy also received dexamethasone treatment as
recommended by the RECOVERY Collaborative Group study
(45). The project was approved by A.C.Camargo Cancer Center
Ethics Committee (CAE:30283220.5.0000.5432).

Frontiers in Immunology

16

10.3389/fimmu.2022.1052104

SARS-CoV-2 infection assessment

Patients were assessed for infection by SARS-CoV-2 using a
real-time qPCR test whenever they presented symptoms for the
disease (cough, dyspnea, loss of smell and/or taste, fever) or

otherwise indicated by the clinical teams.

Electronic health records assessment

Biochemical evaluation (C-Reactive Protein and D-dimer
concentrations), hematological data (leukocyte, lymphocyte,
monocyte, neutrophil, and platelet counts, hemoglobin
concentration and hematocrit), tumor classification, Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status
scale score, treatment, and other relevant information were

obtained from health records available for each patient.

Blood sampling and processing

Blood samples were collected in EDTA tubes within a
median of two days (95% CI: 1 - 4 days) from positive SARS-
CoV-2 test result. Blood was centrifuged at 400xg, 10 minutes,
20°C for collection of plasma, which was then snap frozen in dry

ice and stored at -80°C until further processing.

Quantification of plasma soluble
mediators

Concentration of plasma soluble factors were determined
using a 27 multiplex bead assay (Bio-Plex® Pro Human
Cytokine Group I Panel 27-plex, Bio-Rad Inc., USA).
Multiplex bead assays (Bio-Plex® Pro Human IgA/1gG/IgM
SARS-CoV-2 N/RBD/S1/S2 4-Plex Panel, Bio-Rad Inc., USA;
provided as three separate kits) were used to measure production
of IgA, IgG and IgM antibodies anti-SARS-CoV-2 Nucleocapsid,
Receptor Binding Domain (RBD), Spike 1 and Spike 2 proteins.
Virus inactivation was performed through incubation at 56°C/30
minutes before analyte quantification. All procedures were done
accordingly to the manufacturer’s instructions, and plates were
read in Bio-Plex platform (Bio-Plex® 200 system, Bio-Rad Inc.,
USA). All data is presented as pg/mL, based on standard curves
provided by the kit (27-Plex), or as fluorescence intensity (4-Plex

antibodies assays).

Statistical analysis

All soluble factors and hematological data were analyzed in
Graph Pad Prism 8.4.2 for construction of Receiver Operator
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Characteristic (ROC) curves, line plots and scatter dot plots. For
scatter dot plots, data from patients with hematologic
malignancies was analyzed with a two-tailed Mann-Whitney
test, whereas solid tumors patient data was analyzed with a two-
tailed Kruskal-Wallis adjusted test followed by Dunn’s post-hoc.
Data is presented as median and 95% confidence interval.

ROC curves were constructed using the multiple logistic
regression model Logit[P(Y=1)] = Lo[(P(Y=1)/P(Y=0)] = B0 +
B1*B. Related line charts show data points indicating how
analyte concentration influences the probability of death of an
individual, calculated based on the model aforementioned. A
fitting line was drawn based on the Gompertz Growth Model
given in Graph Pad Prism software, with the following equation:
Y = YM*(YO/YM)"(exp(-K*X)), where YO is the starting
population, YM is the maximum population, K determines the
lag time and 1/K is the X value of inflection point.

For radar charts, raw data (fluorescence intensity) from 4-
Plex antibodies assays, including values from the positive
controls, were transformed by Ln(X+1)*10. Then each
measurement of antibody production for each patient was
divided by the positive control value of that class of antibody.
This way we could correct distinct measurements for different
classes of antibodies and all measurements fit inside a scale from
1 to 10. The graphs were constructed in Microsoft Office
Excel 2010.

Unsupervised cluster analysis was performed using the
online tool ClustVis (46). Raw data from all parameters or
parameters with a p-value below 0.10 were uploaded in
ClustVis platform and transformed with [In(x +1)] model. The
analysis was performed using a hierarchical cluster algorithm
where rows and columns were clustered by Manhattan or
Euclidean distance and Ward or Complete linkage. Missing
data (< 2% of total data) was estimated by imputation as
per default.

Correlation matrices were done in R software version 4.0.0
and R Studio 1.4.1106, with corrplot and Hmisc packages. Briefly,
raw data from each patient for each group in both cohorts was
organized into a data frame, and a Spearman correlation test was
run. All Spearman’s coefficients are shown in the matrices, but a
star indicates correlations with a p-value of 0.05 or below.

Networks were constructed using the Cytoscape software
version 3.8.2. Data from correlation matrices was used to make
the networks, considering only interactions with a p-value below
0.05. Line thickness and colors refers to strength and value of the
interaction, while sphere radius reflects the number
of interactions.

For random forests analysis, raw data was uploaded in
MetaboAnalyst 5.0 platform (https://www.metaboanalyst.ca)
and missing values (< 2% of total data) were estimated by
Bayesian Principal Component Analysis. Forest plots were

Frontiers in Immunology

7

10.3389/fimmu.2022.1052104

made randomly with 500 trees and 7 predictors to determine
the most important factors for segregation accuracy based on
outcomes, which were “Recovery” - for all patients that survived;
or “Death” - for all patients that died.
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