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RESUMO 
 

Oshiro FP. Determinação do papel da resposta imune na evolução da infecção pelo novo 

coronavírus (SARS-CoV-2) em pacientes oncológicos com neoplasias hematológicas ou 

tumores sólidos. Tese. São Paulo. Fundação Antônio Prudente; 2024. 

 

A pandemia de COVID-19 trouxe grandes preocupações quanto ao manejo de pessoas nos 

grupos de risco. Esse é o caso de pacientes com câncer, onde existe uma lacuna de 

conhecimento quanto à influência da resposta imunológica em diferentes desfechos da 

COVID-19. No presente trabalho investigamos os perfis imunes de pacientes oncológicos 

com diferentes apresentações clínicas 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 indivíduos com tumores hematológicos 

e COVID-19 leve apresentaram boa produção de anticorpos e presença de células T 

regulatórias. Por outro lado, pacientes com tumores hematológicos que vieram a óbito devido 

à COVID-19 apresentaram fortes indícios da escassez de células T, exaustão de linfócitos, 

baixa produção de anticorpos, e concentração exacerbada de diversos mediadores imunes no 

plasma. Entre pacientes com tumores sólidos, observamos poucas diferenças na resposta 

humoral, mas padrões de resposta imunológica celular com um claro gradiente entre 

regulação e exaustão de células imunes. Enquanto pacientes que tiveram COVID-19 leve 

apresentaram baixa ativação de linfócitos e a presença de células T regulatórias de memória, o 

padrão para pacientes com COVID-19 grave foi marcado pela ativação e/ou exaustão celular. 

Pacientes que se recuperaram da COVID-19 grave apresentaram um amplo perfil de células 

NK ativadas, mas também populações com grande potencial de regulação imunológica. Já os 

que faleceram em decorrência da COVID-19 grave sofreram com o rompimento das redes de 

regulação, além dos efeitos decorrentes do amplo perfil de exaustão entre diversas populações 

de linfócitos. Por fim, nossas análises ainda indicaram que a quimiocina CXCL8 é um 

potencial marcador para a predição do desfecho da COVID-19 entre pacientes oncológicos de 

forma geral. 

 

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

Perfil Imune Celular. 



ABSTRACT 
 

Oshiro FP. Determinação do papel da resposta imune na evolução da infecção pelo novo 

coronavírus (SARS-CoV-2) em pacientes oncológicos com neoplasias hematológicas ou 

tumores sólidos. Tese. São Paulo. Fundação Antônio 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 CXCL8 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. INTRODUÇÃO 

Muito embora o sistema imunológico seja reconhecido principalmente por sua função 

na defesa do organismo, suas influências excedem essa capacidade, estando também 

envolvido em diversos processos de reparo tecidual, crescimento e remodelamento de tecidos 

e órgãos. Curiosamente, o sistema imunológico também pode exercer forte influência tanto no 

controle quanto na exacerbação de doenças, sejam elas causadas ou não por patógenos. 

 

1.1 TUMORES E O SISTEMA IMUNOLÓGICO 
 

O câncer é uma das doenças que geralmente não estão relacionadas a patógenos. Ela 

pode ser definida pelas alterações genéticas que resultam na desregulação do crescimento 

celular. Essas alterações são comumente causadas de forma espontânea ou por fatores 

ambientais, como danos oriundos de agentes físicos, químicos ou biológicos, mas também por 

influências epigenéticas. Tais fatores afetam genes e proteínas associadas à regulação da 

proliferação e diferenciação celular, iniciando o processo de transformação maligna1–4. 

O comportamento tumoral varia de acordo com o tipo de neoplasia – hematológica ou 

de órgãos sólidos – e de cada tipo celular e órgão afetado. De acordo com o Instituto Nacional 

do Câncer dos Estados Unidos (NCI), os tumores hematológicos são cânceres que se iniciam 

em tecidos formadores do sangue ou em células do sistema imunológico, enquanto tumores 

sólidos podem ser definidos como massas de tecido que usualmente não contém cistos ou 

líquidos, representando as demais neoplasias5,6. Na prática, a classificação tumoral é definida 

com base em características morfológicas e genéticas, o que resulta em diferentes conclusões 

quanto ao seu manejo clínico. A classificação de tumores sólidos leva em consideração o grau 

de diferenciação das células, suas características morfológicas, taxa de crescimento e, em 

alguns casos, alterações genéticas e epigenéticas. Nesse sentido, tumores de uma mesma 

topografia anatômica podem apresentar características biológicas e clínicas distintas1,2. Sendo 

assim, tumores são caracterizados por sua grande heterogeneidade, devido aos seus atributos 

específicos7,8. 

Além disso, tumores diferentes são tratados como entidades distintas, ainda que 

compartilhem as características de autossuficiência aos sinais de crescimento, resistência a 

sinais de inibição do crescimento, evasão da apoptose, potencial replicativo ilimitado, 

promoção de angiogênese, capacidade de invasão tecidual e metastatização, reprogramação de 

vias metabólicas, e capacidade de evasão do sistema imunológico4,8. 

No contexto das neoplasias, o sistema imune pode tanto estar envolvido em processos 
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de eliminação tumoral quanto no seu desenvolvimento3. Essa dicotomia varia de acordo com 

diversos fatores, entre eles o metabolismo, microambiente, microbiota, e diversos tipos de 

células, sejam elas não-tumorais, as do sistema imunológico, ou as do estroma tumoral. 

Dentre os fatores imunes com reconhecida influência na biologia e comportamento tumoral, 

estão 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 

Estimulação de Colônias de Granulócitos e Macrófagos (CSF2), o Fator de Estimulação de 

Colônias de Granulócitos (CSF3), as quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5 e CXCL8 (também 

referida como IL-8) e as interleucinas IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12A, IL-13, IL-15, 

IL-17A, IFN-γ e TNFα3,4,9–12. O papel desses fatores varia de acordo com o desenvolvimento 

tumoral, sendo, portanto, dependente do contexto temporal e do próprio microambiente10. 

Sendo assim, trabalhos que avaliam a resposta imunológica entre populações 

oncológicas com diferentes tipos de tumores devem levar em consideração a grande 

variabilidade decorrente de cada tipo tumoral, para além de outros fatores ainda 

emergentes, mas com significativa importância na resposta imune. O mesmo pode ser dito 

para estudos que envolvem a resposta imunológica entre pacientes infectados por patógenos, 

onde é possível observar grupos de indivíduos com perfis imunes distintos. 

 

1.2 INFECÇÕES VIRAIS E O SISTEMA IMUNOLÓGICO 
 

De forma semelhante ao que ocorre no câncer, o sistema imunológico também possui 

participação ambígua dependendo da forma como os processos infecciosos se dão, podendo 

tanto influenciar mecanismos de resolução quanto de exacerbação da doença. Tratando 

especificamente das respostas antivirais, a atuação do sistema imunológico ocorre tanto de 

forma direta quanto indireta, mas com grande participação de células que não são 

consideradas do sistema imunológico13. 

As respostas antivirais são baseadas em grande parte na ação de defensinas e citocinas 

do tipo interferon. Essas citocinas são capazes de induzir o estado antiviral em células 

epiteliais, o que contribui para a eliminação viral13. Outros tipos celulares, como linfócitos T e 

células Natural Killer (NK), contribuem ativamente para a eliminação de células infectadas, 

mas também com a produção de citocinas como IFN-γ e envolvimento indireto na produção 

de IL-12A, junto a células mieloides14. As citocinas do tipo interferon não apenas induzem o 

estado antiviral em diversos tipos celulares, mas estão envolvidas na maturação e ativação de 

células apresentadoras de antígenos, produção de óxido nítrico e espécies reativas de 
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oxigênio, e indução da produção de IL-12A, TNFα e IL-1β15. Já os efeitos gerais da IL-12A 

incluem o recrutamento e ativação de células NK, a indução da liberação de citocinas – em 

especial por linfócitos –, o envolvimento na polarização do tipo “TH1”, a amplificação das 

respostas de células CD8+, a indução da produção de IgG, e o controle de infecções virais14. 

Entretanto, muito embora as respostas antivirais ocorram de forma relativamente semelhante 

em diversos tecidos diferentes, alguns órgãos apresentam características marcantes em seus 

mecanismos de defesa contra patógenos, como é o caso dos pulmões. 

 

1.2.1 Imunidade Pulmonar 
 

A imunidade nos pulmões representa um grande exemplo onde o equilíbrio entre a 

ação de células imunes e outras células é essencial para a defesa e manutenção do órgão. 

Alguns dos componentes de defesa são as próprias células estromais, enquanto outros são 

produtos secretados, como quimiocinas, citocinas, defensinas e moléculas que formam o 

muco13. 

As células do epitélio pulmonar são importantes componentes de defesa, inclusive em 

condições de leucopenia ou imunossupressão16. Elas possuem a capacidade de reconhecer 

patógenos e produzir mediadores imunes, entre eles IL-1β, IL-6, CXCL8 e GM-CSF, além de 

outros produtos induzidos pela atuação do Fator Nuclear Kappa-B (NF-κB) e dos genes de 

resposta ao interferon, contribuindo tanto para processos de ativação quanto de regulação da 

resposta imune16,17. Por outro lado, também são capazes de liberar citocinas associadas ao 

perfil de resposta imune adquirida “TH2” quando expostas a alérgenos, além de contribuírem 

de forma significativa para a regulação da resposta imunológica através de defensinas e 

mediadores lipídicos16. 

Tratando de células do sistema imunológico, os macrófagos alveolares constituem 

95% do total de leucócitos presentes nos alvéolos, representando uma das principais células 

de vigilância, limpeza e defesa dos pulmões. Eles são responsáveis pela fagocitose de 

partículas inertes, como silicatos e partículas de carbono-grafite, sem que isso inicie respostas 

imunes. Por outro lado, quando fagocitam partículas opsonizadas por imunoglobulinas, 

proteínas do Complemento ou colectinas, seus receptores do tipo Toll contribuem para a 

discriminação de moléculas derivadas de patógenos. A partir daí macrófagos alveolares 

contribuem para o início do recrutamento celular ao liberarem CXCL8 e quimiocinas 

associadas, o que contribui para a quimiotaxia de células como neutrófilos e linfócitos. Além 

disso, auxiliam na ativação de células da imunidade adquirida ao processar e apresentar 
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antígenos para células T especializadas em órgãos linfoides periféricos, contribuindo 

grandemente para os processos de inflamação e, consequentemente, seus desfechos17. 

Os processos patológicos pulmonares também são fortemente influenciados por 

mediadores imunes produzidos por células17. Por exemplo, a presença dos fatores IL-1RN, IL- 

6, TNFα, CCL2, CCL4, CXCL8 e CXCL10 nos tecidos pulmonares se correlaciona com a 

gravidade da infecção por H1N118. Por outro lado, a própria variabilidade populacional 

também é capaz de influenciar a resposta imune local e sistêmica, como observado em ensaios 

onde o sangue fresco de diversos indivíduos saudáveis foi exposto ao lipopolissacarídeo 

(LPS) durante seis horas. A dosagem de citocinas posterior revelou concentrações 

consistentemente elevadas ou baixas de IL-1β, IL-6, CXCL8, IL-10 e TNFα em diferentes 

indivíduos17. 

Sendo assim, tanto no contexto das infecções virais respiratórias, quanto no contexto 

dos diferentes tipos tumorais, é importante considerar a grande variabilidade de respostas 

imunes, oriundas de fatores controláveis e não controláveis durante os estudos clínicos e/ou 

translacionais. Essas influências tornam-se ainda mais destacadas em contextos de doenças 

emergentes, causadas por patógenos novos ou recém-identificados, cujo conhecimento é, 

geralmente, escasso. 

 

1.3 CORONAVIRUS DISEASE 2019 (COVID-19) 

 

Em dezembro de 2019 a doença do Coronavírus de 2019 (COVID-19) teve sua 

etiologia associada ao patógeno designado Severe Acute Respiratore Syndrome-Coronavirus-

2 (SARS-CoV-2), identificado após a incidência de casos de uma pneumonia desconhecida. O 

agente etiológico foi posteriormente reconhecido como um betacoronavírus relacionado ao 

Severe Acute Respiratore Syndrome-Coronavirus (SARS-CoV) e ao Middle East Respiratory 

Syndrome-Coronavirus (MERS-CoV), associados às epidemias de síndrome respiratória de 

2002 e 2012, respectivamente19. Muito embora apresentasse taxas de hospitalização e 

mortalidade mais baixas em comparação com SARS-CoV e MERS-CoV, modelos do início da 

pandemia indicavam que a taxa de transmissão do SARS-CoV-2 era consideravelmente maior 

em comparação aos outros dois vírus, o que ressaltou sua importância epidemiológica20. 

Pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 geralmente apresentam febre, tosse seca, dor 

torácica, falta de ar, infiltrados imunes nos pulmões, e, em alguns casos, falência respiratória, 

dependendo da gravidade da COVID-1919. Os sintomas da doença são parcialmente 
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explicados pelo tropismo tecidual do vírus e seu ciclo de replicação, sendo a infecção das 

células mediada tanto por proteases quanto pela enzima conversora de angiotensina 2, 

presente no epitélio respiratório dos brônquios e pulmões19. 

Ainda no início da pandemia de COVID-19, especialistas da Organização Mundial da 

Saúde (OMS) definiram uma escala de progressão da doença. Essa escala leva em 

consideração a detecção de material genético do SARS-CoV-2, a presença ou ausência de 

sintomas respiratórios, a necessidade de internação hospitalar, e a necessidade de 

oxigenoterapia em diversos graus – desde a ofertada por máscara de oxigênio até a ventilação 

mecânica –, além do desfecho óbito21.  

Assim, cerca de 80% dos casos de COVID-19 são classificados como leves, 15% 

como graves, e 5% como críticos, apesar de essa classificação variar de região para região19. 

No Brasil, dados de Maio de 2020 mostraram que aproximadamente 90% dos casos 

registrados resultaram em hospitalização, dos quais 30% foram admitidos em Unidades de 

Terapia Intensiva (UTIs)22. Apesar da subnotificação de casos leves e assintomáticos, 

informações posteriores adquiridas no banco de dados do Sistema Único de Saúde 

(DATASUS) indicaram que 99% dos casos reportados resultaram em hospitalização, dos 

quais 36% requereram internação em UTI, o que culminou numa taxa de morte de 

aproximadamente 37%23. Em Outubro de 2022, o número de casos confirmados no Brasil 

superou a marca de 34 milhões, enquanto o número de mortos se aproximava de 688 mil, 

alcançando uma taxa de letalidade de 2%24. 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 prevalência eram a B.1.1.28 e B.1.1.33 

(denominadas Gama), associadas a aproximadamente 30% a 65% dos casos reportados23. 

De modo geral, observou-se que indivíduos do sexo masculino com mais de 60 anos, 

doenças cardiovasculares ou respiratórias crônicas, hipertensão, obesidade ou diabetes 

apresentavam maior risco de desenvolver a forma grave da COVID-19 e de evoluir para o 

óbito19,25. Além disso, evidências apontaram que a resposta imune teria forte influência no 

desfecho da COVID-19.  

Usualmente as respostas imunes derivadas de linfócitos T são didaticamente 

segregadas entre três tipos principais, designadas TH1 (ou resposta do tipo I), TH2 (ou resposta 

do tipo II), e TH17 (ou resposta do tipo III). O estabelecimento de todas elas é dependente da 

atuação de células apresentadoras de antígeno e possivelmente células da imunidade inata, do 

grau de estimulação do receptor de células T a partir do reconhecimento do antígeno, e, em 

especial, de citocinas26,27. De acordo com a literatura, respostas TH1 e TH2 são antagônicas 
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uma em relação à outra, enquanto as respostas TH17 podem apresentar elementos das duas 

respostas anteriores, dependendo do caso27. As respostas do tipo I são iniciadas especialmente 

pela atuação das citocinas IL-12A e IL-18, mas também de IFN-α e IFN-β, e culminam na 

expressão de fatores de transcrição como T-bet e NK-κB e citocinas como IFN-γ e IL-12A26. 

Respostas do tipo II são originadas principalmente pela atuação da IL-4 e/ou ausência de IL-

12A, mas também são influenciadas por IL-6, IL-10 e IL-11, e culminam na expressão de 

fatores de transcrição como GATA3, PPARγ, IRF4, STAT6 e BATF, assim como citocinas 

tais quais IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-1326,27. Já as respostas do tipo III são caracterizadas 

pela liberação de IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-22 e TNFα, além da expressão do fator de 

transcrição RORγt, sendo iniciadas por processos que envolvem a ação de IL-6, IL-21 e TGF-

β26. 

No geral, respostas TH1 são associadas à atuação contra vírus, protozoários e bactérias 

intracelulares, além de algumas respostas autoimunes, enquanto respostas TH2 estão 

associadas à resposta anti-helmíntica e às doenças alérgicas, como asma, dermatite atópica, 

rinite alérgica, e alergias alimentares. As respostas TH17, por sua vez, são características da 

ação contra bactérias e fungos extracelulares, mas também de respostas autoimunes e 

alérgicas. Respostas do tipo II e III são relativamente comuns nos pulmões27. 

Além disso, há indícios de que a síndrome respiratória aguda observada na COVID-19 

é derivada do efeito da síndrome de liberação de citocinas (também referida como 

“tempestade de citocinas”) e da falta de regulação da resposta imune. Ainda, há evidências de 

que ambos os fatores estão associados com a falha de múltiplos órgãos observada durante a 

doença25. Mediadores imunes e relacionados à inflamação e ativação celular, como CCL2, 

CCL3, CXCL10, IL-2, IL-6, IL-7, TNFα, Proteína C Reativa (PCR) e dímeros-D são 

comumente associados à gravidade da COVID-19 entre pacientes da população geral28. Por 

outro lado, fatores como interferons parecem contribuir para evitar os quadros mais graves de 

COVID-1929,30. Há indícios de que especialmente o atraso de respostas de IFN-α, ou a 

deficiência da resposta de IFN-γ, resultam em complicações da COVID-19, sugerindo que 

respostas estabelecidas em pontos iniciais da infecção por SARS-CoV-2 são importantes para a 

manutenção de um quadro de COVID-19 leve29–31. Ainda assim, é importante levar em 

consideração o aspecto temporal da produção de citocinas, quais células são 

predominantemente afetadas, assim como a variação de sua concentração em momentos 

específicos da doença. 

Quanto à ação de linfócitos, dados da literatura indicam que existe a estruturação de 

respostas de células CD4+, CD8+, T regulatórias, e de células B robustas durante o curso da 



26  

COVID-19, mas que diferentes perfis imunes estão associados a diferentes desfechos da 

doença29. No geral, casos graves de COVID-19 estão associados à linfopenia, especialmente 

em populações de células NK, células T regulatórias, e células CD4+ de forma geral, presença 

de marcadores associados à ativação e/ou exaustão celular entre células T, respostas humorais 

aberrantes (geralmente extrafoliculares), baixa formação de centros germinativos, e presença 

de células com o perfil TH17, especialmente nos pulmões29,30,32–34. A presença de células 

mieloides, primordialmente aquelas com perfis “pró-inflamatórios”, assim como neutrófilos, 

também já foi fortemente associada a quadros graves de COVID-1929,35–37. Já em relação aos 

marcadores envolvidos com ativação e exaustão celular, moléculas como PD-1, CTLA-4, e 

TIM-3 foram associadas, tanto em suas formas de membrana quanto em formas solúveis, a 

quadros graves de COVID-19, apesar de também serem encontrados entre pacientes com 

formas mais leves da doença38,39. Ligantes para esses checkpoints imunológicos também 

foram reportados em alta expressão entre diversos tipos de células de pacientes com COVID-

19 grave39. 

Em termos da resposta imune baseada em anticorpos, muitos estudos apontam uma 

forte correlação entre a gravidade da COVID-19 e a produção de imunoglobulinas específicas 

contra o SARS-CoV-240. Pacientes da população geral que desenvolvem a forma grave da 

COVID-19 produzem concentrações mais elevadas de anticorpos em comparação com 

indivíduos que apresentam apenas a forma leve da doença. Por outro lado, a cinética de 

produção dos anticorpos também parece influenciar a progressão da enfermidade, visto que a 

síntese tardia de imunoglobulinas se correlaciona com o óbito40. Aparentemente os anticorpos 

produzidos resultam em proteção relativamente duradoura, com poucos casos de reinfecção 

grave reportados em indivíduos que passaram por soroconversão40. Além disso, pacientes com 

as formas mais leves da COVID-19 geralmente apresentam respostas extrafoliculares mais 

rápidas, assim como frequências elevadas de células que sugerem a formação de centros 

germinativos, e de células B com maior capacidade de produção de anticorpos de alta 

afinidade41. 

Apesar do número limitado de trabalhos disponíveis, indivíduos com câncer são 

classificados como uma população com risco elevado de apresentar a forma grave da COVID-

19, quando comparados à população geral29. De fato, os dados de sobrevivência à infecção 

por SARS-CoV-2 em pacientes oncológicos são muito distintos em relação ao observado entre 

a população geral28,42. Pacientes oncológicos apresentam maiores chances de hospitalização e 

morte, com taxas de óbito entre 0,11 a 0,26, variando de acordo com o estudo43. Pesquisas 

prospectivas conduzidas no fim de janeiro de 2020 apontaram maior risco de internação em 
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UTIs para pacientes com câncer em relação à população geral. Além disso, indicaram que 

pacientes que passaram por cirurgia ou receberam quimioterapia ou radioterapia em até um 

mês antes da infecção apresentaram maior risco de internação em UTI20,44. Esses dados 

levaram à proposta, entre outras medidas, de que tratamentos quimioterápicos adjuvantes e 

cirurgias eletivas fossem atrasados, especialmente em regiões com elevado número de casos 

de COVID-1945. 

Entretanto, estudos posteriores indicaram que o risco de desenvolvimento da COVID- 

19 grave em pacientes oncológicos está associado à presença de doenças hematológicas, etnia 

não-caucasiana, idade superior a 65 anos, linfopenia crônica, tratamentos envolvendo a 

combinação de corticosteroides e inibidores de checkpoints imunológicos, tabagismo atual 

ou pregresso, hipertensão, e doenças crônicas do coração, pulmões ou rins43,46. No geral, entre 

pacientes portadores de tumores hematológicos, aqueles que apresentavam leucemia mieloide 

aguda, linfoma não-Hodgkin agressivo, mieloma múltiplo e doenças relacionadas aos 

plasmócitos, apresentaram maiores chances de hospitalização e morte43. Especificamente no 

Brasil, observou-se maior risco de morte entre pacientes com tumores hematológicos, ou com 

câncer de pulmão47.  

O impacto das terapias antitumorais no desfecho da COVID-19 é um assunto de 

interesse que esteve sob intensa investigação. Segundo um levantamento que envolveu a 

análise de diversos estudos prospectivos e de metanálise, o resultado da COVID-19 é 

influenciado pelo tipo de tumor, tipo de tratamento antitumoral, e fatores individuais dos 

pacientes47. Por outro lado, alguns estudos apontam que determinados regimes, como as 

terapias anti-CD20, podem resultar na redução da produção de anticorpos específicos47–49. 

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 depleção 

de plasmócitos, administrados ao menos um ano antes do diagnóstico da COVID-19, possuem 

impacto importante durante a infecção causada pelo SARS-CoV-250,51. 

Embora muito conhecimento acerca da resposta imune contra a infecção por SARS- 

CoV-2 entre pacientes da população geral tenha sido gerado, ressaltando a importância da 

resposta de perfil “TH1”, pouco se sabe sobre os perfis imunes em pacientes com câncer52. 

Apesar de alguns estudos revelarem fatores gerais associados ao maior risco de pacientes 

oncológicos desenvolverem COVID-19 grave e faleceram, e que células B e células T CD8+ 

encontram-se diferencialmente elevadas nesses pacientes oncológicos em comparação com 

pacientes da população geral, ainda há poucos trabalhos que avaliaram as complexas redes 

imunológicas na população de pacientes com câncer53–55. Em particular, o próprio perfil 
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imunológico e possível imunossupressão de pacientes com tumores ativos podem afetar a 

resposta imune à infecção por SARS-CoV-2, e a subsequente síndrome de liberação de 

citocinas, de maneiras únicas e ainda desconhecidas56,57. 

Sendo assim, nosso estudo teve como objetivo investigar redes imunorreguladoras 

sistêmicas em pacientes oncológicos com COVID-19, visto que diferentes tipos de tumores 

influenciam a história natural e o desfecho da doença42,58,59. Imaginamos que, devido à 

influência do sistema imunológico frente às infecções virais, o desfecho da COVID-19 seria 

afetado por respostas imunes com características distintas.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

Determinar o perfil imune de pacientes oncológicos com diferentes apresentações 

clínicas da COVID-19, a fim de detectar características imunológicas associadas a diferentes 

desfechos da doença. 

 

2.1.1 Objetivos Específicos 
 

1. Investigar a resposta imune humoral de pacientes com tumores hematológicos ou tumores 

sólidos, diagnosticados com COVID-19, a partir da análise do plasma oriundo de sangue 

periférico, por meio de técnicas de dosagem de mediadores imunes solúveis por 

plataformas multiplex. 

2. Investigar a resposta imune celular de pacientes com tumores hematológicos ou tumores 

sólidos, diagnosticados com COVID-19, a partir da imunofenotipagem por citometria de 

fluxo multiparamétrica de células mononucleares de sangue periférico obtidas via 

gradiente de separação por densidade. 

3. Associar os achados das respostas humoral e celular entre si, e com os desfechos clínicos 

observados ao longo do acompanhamento dos pacientes oncológicos diagnosticados com 

COVID-19, a fim de associar perfis imunes específicos aos desfechos clínicos da COVID-

19. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 RECRUTAMENTO E CLASSIFICAÇÃO DE PACIENTES 
 

Recrutou-se um total de 51 pacientes oncológicos com diagnóstico recente de SARS- 

CoV-2 em tratamento no A.C.Camargo Cancer Center, São Paulo, SP, Brasil. No presente 

trabalho foram utilizadas amostras referentes a um total de 42 pacientes, visto a remoção de 

algumas amostras devido à desistência, ausência de tumores hematológicos, ausência de 

amostra de tempo zero, e, em um caso, da presença de tumor hematológico e sólido ativos no 

mesmo indivíduo ao mesmo tempo (Figura 1). Em alguns casos, devido à baixa recuperação 

de células mononucleares de sangue periférico, não foi possível realizar os ensaios de 

citometria de fluxo (Figura 1). O projeto foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center / Fundação Antônio Prudente e arquivado sob 

número 2858/20 (Anexo 1). Todos os pacientes foram informados sobre o projeto e 

consentiram com a participação no estudo antes que qualquer procedimento relativo à 

pesquisa fosse iniciado. A gravidade da COVID-19 foi determinada com base no proposto 

pela Organização Mundial da Saúde (OMS), com pequenas alterações21, sendo: “COVID 

Leve”, no caso de pacientes que não tiveram a necessidade de oxigenoterapia e obtiveram 

alta; “COVID Grave + Recuperação”, no caso de pacientes que precisaram de qualquer tipo 

oxigenoterapia, mas se recuperaram da doença e obtiveram alta; e “COVID Grave + Óbito”, 

no caso de pacientes que precisaram de qualquer tipo de oxigenoterapia e cujo desfecho da 

doença foi o óbito. A determinação do desfecho óbito foi realizada com base na consulta dos 

atestados de óbito. Todos os pacientes que necessitaram de oxigenoterapia receberam 

tratamento com dexametasona, conforme recomendado pelo estudo do RECOVERY 

Collaborative Group60. As coletas ocorreram de maio a dezembro de 2020, período de maior 

prevalência das variantes B.1.1.28 e B.1.1.33 (denominadas Gama)23, e anterior à 

disponibilização de qualquer vacina direcionada contra o SARS-CoV-2. Amostras de dois 

pacientes da coorte de tumores hematológicos que se recuperaram da COVID-19 grave foram 

removidas das análises para evitar possíveis vieses estatísticos devido ao baixo número de 

participantes no grupo. As amostras referentes à primeira coleta de sangue após a confirmação 

do diagnóstico da infecção por SARS-CoV-2 foram denominadas de “amostras de tempo 

zero”. 
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Figura 1 – Fluxograma de recrutamento de pacientes e utilização das amostras do presente estudo. As 

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

amostras disponíveis para os ensaios de citometria de fluxo (em relação às análises realizadas no plasma) se deve 

à baixa recuperação de células mononucleares de sangue periférico em alguns casos. 

Fonte: Autoria Própria. 
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3.2 DETERMINAÇÃO DA INFECÇÃO POR SARS-CoV-2 
 

A infecção por SARS-CoV-2 foi avaliada em qualquer caso em que os pacientes 

apresentavam sintomas clássicos da COVID-19, como tosse seca, falta de ar, perda de olfato 

e/ou paladar, e febre. A mesma avaliação foi realizada em outros casos quando indicado pela 

equipe clínica. Adicionalmente ao quadro clínico, a presença de material genético viral em 

amostras respiratórias coletadas com swabs nasais e de orofaringe foi avaliada por transcrição 

reversa seguida de reação em cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR). 

 

3.3 AVALIAÇÃO DE DADOS DE PRONTUÁRIO ELETRÔNICO 
 

Dados relativos à dosagem de fatores bioquímicos (concentração de proteína C reativa 

e dímeros-D), hematológicos (concentração de leucócitos, linfócitos, monócitos, neutrófilos e 

plaquetas, hematócrito e concentração de hemoglobina), classificação e estadiamento tumoral, 

tratamentos antitumorais, e outras informações relevantes foram obtidos nos prontuários 

eletrônicos disponíveis no banco de dados do A.C.Camargo Cancer Center. 

 

3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS SANGUÍNEAS 
 

Amostras de sangue foram coletadas com uma mediana de dois dias após o 

diagnóstico positivo da infecção por SARS-CoV-2 (intervalo de confiança de 95%: 1 a 4 dias). 

As amostras foram então processadas para a separação do plasma e de células mononucleares 

de sangue periférico. O sangue foi centrifugado a 400xg por 10 minutos, a 20°C, para a 

separação e coleta do plasma, que foi congelado imediatamente em gelo seco e 

posteriormente armazenado em freezer -80°C até processamento. O sangue remanescente foi 

diluído em solução tamponada com fosfato (PBS) estéril e centrifugado a 800xg por 20 

minutos, a 20°C, em gradiente de separação por densidade (Ficoll-PaqueTM PLUS; GE 

Healthcare, ref. 17144003). Ao fim da centrifugação as células mononucleares foram 

coletadas e lavadas duas vezes em PBS por 10 minutos, a 4°C, à 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% dimetilsulfóxido, na proporção de 1:1). As células foram congeladas 

lentamente em freezer -80°C com o auxílio de recipiente com álcool isopropílico 100%, 

durante pelo menos 24 horas e, por fim, armazenadas em nitrogênio líquido até o 
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processamento. Todas as amostras utilizadas no presente estudo foram descongeladas apenas 

uma vez. Dados obtidos na pesquisa de prontuários eletrônicos são oriundos de laudos de 

amostras de sangue recém-coletado, analisado e liberado pelas equipes de laboratórios de 

análises clínicas associadas ao hospital. Nesses casos, o laudo utilizado foi o de data mais 

próxima à coleta de sangue realizada para a pesquisa. 

 

3.5 QUANTIFICAÇÃO 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 quantificação de quimiocinas, 

citocinas e fatores de crescimento. Os mediadores avaliados foram CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL5, CCL11, CXCL8, CXCL10, CSF2, CSF3, FGF2, PDGFB, VEGFA, IFN-γ, IL-1β, IL1- 

RN, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12A, IL-15, IL-17A e TNFα. Os anticorpos 

das classes IgA, IgG e IgM contra as proteínas Nucleocapisd, Receptor Binding Domain 

(RBD), Spike 1 e Spike 2 do SARS-CoV-2 foram detectados com três 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 início do procedimento, as amostras foram incubadas em banho-

maria a 60°C por 30 minutos, a fim de causar a inativação de possíveis partículas virais, 

conforme recomendado pelo fabricante dos kits. As demais etapas foram realizadas de acordo 

com as instruções 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 estão apresentados em concentração (pg/mL) baseado nas curvas-padrão 

disponíveis nos kits. No caso dos kits de detecção de anticorpos, os dados estão demonstrados 

como intensidade de fluorescência. 

 

3.6 ENSAIOS DE CITOMETRIA DE FLUXO 
 

Amostras de células mononucleares de sangue periférico previamente armazenadas em 

nitrogênio líquido 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, à 

temperatura ambiente. As células foram centrifugadas a 400xg, por 10 minutos, a 20°C uma 

vez, lavadas em PBS estéril numa segunda centrifugação (400xg, por 10 minutos, a 4°C), e 

ressuspendidas em um total de 500µL RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB) e 1% de penicilina-estreptomicina. Após contagem e ajuste de concentração 
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para 2,5x105 células/mL, anticorpos agonistas para CD3 (BD, ref. 555336) e CD28 (BD, ref. 

555725) foram adicionados aos tubos de acordo com as recomendações do fabricante, exceto 

a um tubo designado como “controle” do ensaio de citometria de fluxo. A estimulação 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% CO2 durante a noite 

e, posteriormente, incubados com brefeldina A, na concentração indicada pelo fabricante, 

durante mais quatro horas, a 37°C, 5% CO2. Ao fim da incubação, as células foram lavadas 

duas vezes em PBS gelado (a 400xg, por 10 minutos, a 4°C) e ressuspendidas em 500µL de 

PBS. Foi adicionado aos tubos o reagente de viabilidade Fixable Viability Stain (BD, ref. 

565694), na concentração indicada pelo fabricante, durante 30 minutos, sob abrigo da luz. Ao 

fim da incubação 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 200µL de PBS, e incubadas com Fc Block (BD, ref. 564219), na 

concentração indicada pelo fabricante, durante dez minutos, à 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 “Exaustão”, 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 “Exaustão” foram lavados 

uma vez em PBS-0,2% BSA, ressuspendidos em 300µL de solução PBS-2% Formaldeído a 

37% (Merck; ref. 1.04003.1000), e armazenados a 4°C, sob abrigo da luz, até a leitura em 

citômetro de fluxo. Já 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). Após 40 minutos de incubação, a 4°C, sob abrigo da luz, as células foram 

lavadas uma vez em tampão 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 (centrifugações a 400xg, 10 minutos, a 4°C) em tampão de lavagem, ressuspendidas em 

300µL de PBS-0,2% BSA, e armazenadas a 4°C, sob abrigo da luz, até a leitura em citômetro 

de fluxo. Todas as amostras utilizadas foram lidas num citômetro BD FACS Symphony™ A5, 

em até 24 horas após o final do experimento, com um intervalo máximo de duas semanas 

entre si, sem que ocorressem alterações ou manutenções no equipamento. Todos os eventos 

disponíveis foram adquiridos, considerando um limite de segurança para o equipamento. 
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Tabela 1 – Lista de anticorpos utilizados para os ensaios de citometria de fluxo. 

Todos os marcadores do “Painel Base” são utilizados para ambos os painéis “Exaustão” e “Intracelular”.  

Fonte: Autoria própria. 
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3.7 ESTRATÉGIAS PARA ANÁLISE DOS DADOS DE CITOMETRIA 
 

Todos os dados adquiridos no citômetro de fluxo foram analisados no programa BD 

FlowJo™, versão 10.8.0. Matrizes de compensação foram construídas para ambos os painéis 

“Exaustão” e “Intracelular” utilizando as ferramentas do programa, e ajustadas conforme 

necessidade para reduzir a interferência que os fluorocromos exercem um sobre o outro 

(fenômeno conhecido como fluorescence spillover). Para as análises não supervisionadas, 

uma população de interesse (denominada como “Lymphocytes”) foi selecionada em cada 

amostra avaliada (Figura 2). Os dados foram, então, reduzidos com a ferramenta 

“downsample” e concatenados com as ferramentas do programa. Apenas amostras com um 

mínimo de 1500 eventos foram consideradas. Após a seleção dessa população de interesse, 

foram utilizadas estratégias para a detecção de populações específicas – como células T, B e 

NK –, de forma semelhante ao observado nas análises manuais (destacadas em seguida). 
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Figura 2 – Estratégia de análise utilizada para a seleção de eventos destinados às análises não-

supervisionadas. Os gráficos representam as estratégias de análise utilizadas na seleção de eventos para análises 
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não-supervisionadas, considerando ambos os painéis “Exaustão” e “Intracelular”. A seleção iniciou nos eventos 

singulares, seguido pela seleção de células vivas, Leucócitos (CD45+), e então para um grupo de eventos 

localizados na região sudeste em um gráfico de “Tamanho” versus “Granulosidade” (geralmente identificados 

como linfócitos, e denominados aqui de “Lymphocytes”). Combinações de marcadores específicos para distinguir 

células NK (CD56 e CD3, em azul), células T (CD3 e CD56, em verde claro), Linfócitos (CD5 e CD19, em 

verde escuro), e Células B (CD19 e CD38, em vermelho), foram utilizados para assegurar que os eventos 

selecionados correspondiam às populações de linfócitos de interesse. Depois dos dados de citometria de todos os 

pacientes serem analisados com a referida estratégia, os eventos (num mínimo de 1500) foram concatenados em 

um único arquivo. Pacientes que não apresentavam o valor mínimo de eventos foram excluídos de análises 

posteriores.  

Fonte: Autoria própria. 

 

Para as análises manuais, todas as células foram comparadas com controles negativos, 

representando células que passaram por todos os procedimentos de incubação e lavagens, mas 

não receberam nenhuma marcação de citometria de fluxo (Figura 3). 
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Figura 3 – Estratégia de análise supervisionada para a investigação das principais populações de 

linfócitos. Os gráficos representam a estratégia de análise supervisionada dos dados de citometria utilizados para 
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ambos os painéis “Exaustão” e “Intracelular”. A seleção iniciou nos eventos singulares, seguido pela seleção de 

células vivas, leucócitos (CD45+), e então para populações específicas como células T (CD3+), células B 

(CD19+CD38+/-), células NK (CD56+CD3-), células NKT (CD56+CD4+ ou CD56+CD8+), células iNKT 

(CD3+6B11+CD8+ ou CD3+6B11+CD4+), células T CD4+ (CD3+CD4+CD8-), células T CD8+ (CD3+CD8+CD4-), 

células T duplo-negativas (DN; CD3+CD4-CD8-), células T duplo-positivas (DP; CD3+CD4+CD8+), Células T 

TCRγδ+ (CD3+ TCRγδ+) e células T regulatórias (CD3+CD4+CD25+CD127low ou 

CD5+CD4+CD25+CD127lowFoxP3+). No caso do painel “Intracelular”, o marcador CD5 foi utilizado para 

determinar populações de linfócitos T, ao invés do marcador CD3.  

Fonte: Autoria própria. 

 

Além da definição das principais populações celulares, ainda foram realizadas análises 

com marcadores secundários, que auxiliam na determinação de populações com 

características específicas, como aquelas com indícios de ativação, memória imunológica e 

exaustão (Figura 4). 
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Figura 4 – Estratégia de análise supervisionada para a investigação de subpopulações específicas de 

linfócitos. Todas as populações específicas de linfócitos [células T, células B, células NK, células NKT, células 

iNKT, células T CD4+, células T CD8+, células T duplo-positivas (CD4+CD8+), células T TCRγδ+, e células T 
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Regulatórias (Treg)] ainda foram caracterizadas por diferentes combinações dos marcadores CCR6, CCR7, CD39, 

CD45RO, CD95, CD127, CD161, CRTH2, CTLA-4, CXCR3, CXCR5, LAG-3, PD-1, e TIM-3. Apenas 

algumas combinações estão representadas. Combinações semelhantes foram realizadas para o painel 

“Intracelular”.  

Fonte: Autoria própria. 

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Todos os diagramas e desenhos foram feitos no programa Microsoft PowerPoint® 

2013. Os gráficos de pizza, gráficos de barras circulares, e gráficos de radar foram feitos no 

programa Microsoft Excel® 2013 ou Graph Pad Prism versão 8.4.2. 

Para a análise de dados epidemiológicos, 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 doença (“Recuperação”, para aqueles que tiveram doença 

leve, ou doença grave e se recuperaram; ou “Óbito”, para os pacientes cujo desfecho da 

COVID-19 foi o óbito). Indivíduos foram considerados “Idosos” caso sua idade fosse igual ou 

superior a 60 anos. As combinações de categorias foram analisadas com base no teste exato 

de Fisher, com auxílio do programa Graph Pad Prism versão 8.4.2. 

Todos os dados oriundos de exames para avaliação de fatores hematológicos e analitos 

solúveis foram analisados no programa Graph Pad Prism versão 8.4.2 para a construção das 

Receiver Operating Characteristic curves (chamadas aqui de curvas ROC), gráficos do tipo 

dispersão, e gráficos de linha. No caso dos gráficos do tipo dispersão, os dados foram 

apresentados em mediana, associada ao seu intervalo de confiança 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 distribuição não 

paramétrica, amostras de pacientes com tumores hematológicos foram analisadas com o teste 

de Mann-Whitney, enquanto as de pacientes com tumores sólidos foram analisadas com o 

teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste ajustado de Dunn. As curvas ROC foram 

construídas usando o modelo de regressão logística a partir da fórmula: Logit[P(Y=1)] = 

Ln[(P(Y=1)/P(Y=0)] = β0 + β1*B. Os gráficos de linha relacionados demonstram como os 

analitos influenciam a probabilidade de morte do indivíduo, a partir dos resultados do modelo 

supracitado. Uma curva-modelo foi desenhada a partir do Modelo de Crescimento de 

Gompertz, dado pelo próprio programa, a partir da fórmula: Y = YM*(Y0/YM)^(exp(-

K*X)), onde Y representa a população, Y0 é a população inicial, YM é a população 

máxima, K determina a fase lag, e 1/K é o ponto de inflexão de X. 
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Para os gráficos de radar, dados brutos de intensidade de fluorescência dos ensaios de 

detecção 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 

fluorescência de anticorpos de classes diferentes poderiam ser normalizados, e os dados 

ficariam dentro de uma escala que varia de 1 a 10. 

As análises de agrupamentos não supervisionados e os mapas de calor foram 

construídos com a plataforma online ClustVis61. Dados brutos de todos os parâmetros com p-

valor menor que 0,05 foram transformados com a fórmula [Ln(X+1)] para análise posterior. 

As análises foram feitas com um algoritmo de agrupamento hierárquico onde as colunas e as 

linhas foram agregadas com base na distância de Manhattan ou Canberra e na ligação do tipo 

Ward. Os elementos faltantes (menos de 2% do total de dados) foram estimados por 

imputação, como padrão da plataforma. 

Gráficos de PCA (Principal Component Analysis) foram construídos nos softwares R, 

versão 4.0.0, e R Studio, versão 1.4.1106, com os pacotes factoextra e Factoshiny. 

Resumidamente, todos os fatores que demonstraram diferenças com um p-valor inferior a 

0,05 entre as populações avaliadas foram transformados por Ln(X+1) e organizados em um 

data frame. Posteriormente, uma análise de componentes principais foi realizada, de forma a 

demonstrar a distribuição dos pacientes de acordo com a gravidade da doença, assim como os 

principais fatores com maior contribuição para explicar as variabilidades observadas nas 

dimensões um (Dim1) e dois (Dim2). 

As matrizes de correlação foram construídas com auxílio do programa Graph Pad 

Prism versão 8.4.2. Resumidamente, dados brutos de cada paciente em cada grupo das 

diferentes coortes foram analisados com o teste de correlação de Spearman. Todos os valores 

dos coeficientes de correlação foram representados na matriz, mas as correlações com p-valor 

0,05 ou superior foram sombreadas.  

A construção das redes de interação foi feita com auxílio do programa Cytoscape, 

versão 3.8.2. Dados das matrizes de correlação obtidas no programa GraphPad Prism foram 

utilizados para construção das redes, considerando apenas interações com p-valor inferior a 

0,05. As correlações com valor de Rho positivo foram representadas de vermelho, enquanto a 

cor azul representa correlações com valor de Rho negativo. Devido à quantidade excessiva de 

interações observadas, alguns fatores com características semelhantes foram agrupados e 

estão devidamente detalhados na legenda das figuras. Nas representações em que aparecem 

loops, a espessura está diretamente relacionada ao número de interações que o grupo de 
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fatores realiza entre si. 

As análises de Random Forests foram feitas na plataforma online MetaboAnalyst, 

versão 5.062,63. Todos os dados brutos foram utilizados, e os valores faltantes (< 2% de todos 

os elementos) foram estimados por análise Bayesiana de componentes principais. As florestas 

aleatórias foram construídas com o uso de 500 árvores e sete preditores para determinar os 

fatores mais importantes para segregar os pacientes com base nos desfechos “recuperação” 

(que incluiu todos os pacientes que sobreviveram à COVID-19) ou “óbito” (que incluiu todos 

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

 

4.1 EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZAÇÃO DA COORTE 
 

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

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

Figura 5 – Desenho experimental utilizado neste projeto. Pacientes oncológicos sob tratamento no 

A.C.Camargo Cancer Center que apresentaram diagnóstico de infecção por SARS-CoV-2 foram convidados a 

participar deste estudo. Após a aplicação do termo de consentimento livre e esclarecido, amostras de sangue 

foram colhidas para avaliações dos perfis imunes humoral e celular. Para determinar a gravidade da COVID-19, 

cada indivíduo foi acompanhado até o desfecho da doença e avaliado quanto à necessidade de oxigenoterapia.  

Fonte: Autoria própria. 

 

Além das coletas de sangue para a determinação dos perfis imunes humoral e celular, os 

pacientes ainda foram acompanhados ao longo da COVID-19 para determinar a progressão e 

desfecho da doença, levando em conta a necessidade ou não de oxigenoterapia, com base em 

recomendações da OMS21. Pacientes que não precisaram de oxigenoterapia e receberam alta 

hospitalar foram classificados com doença leve (grupo “COVID Leve”); Pacientes que 

receberam qualquer forma de oxigenoterapia e se recuperaram da doença foram classificados 

com doença grave e recuperação (grupo “COVID Grave + Recuperação”); Pacientes que 

receberam qualquer forma de oxigenoterapia e vieram a óbito em decorrência da COVID-19 

foram classificados com doença grave e óbito (grupo “COVID Grave + Óbito”). Informações 

detalhadas da coorte estão descritas em seguida (Tabela 2).   
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Tabela 2 – Características clínicas e demográficas da coorte de pacientes deste trabalho. 

*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 óbito seria influenciado 

pelo fator “Idade”, considerando a segregação entre “jovens” e “idosos” (teste exato de Fisher).  

$Considerando pacientes recuperados versus falecidos, ao comparar indivíduos com escore ECOG 0-2 versus 3-

4, a fim de verificar se o desfecho óbito seria influenciado pelo fator “Escore ECOG” (teste exato de Fisher). 

&Diz respeito a infecções pulmonares ou infecções crônicas do trato urinário prévias.  
†Considerando terapias realizadas até um mês antes da confirmação da infecção por SARS-CoV-2.  

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

NA = Não se aplica.  

Fonte: Autoria própria. 

 

Dos 51 pacientes recrutados, utilizamos amostras oriundas de 42 indivíduos, dos quais 20 

foram diagnosticados com tumores hematológicos, e os 22 restantes apresentavam tumores 

sólidos (Figura 6A). A distribuição por sexo foi de dezoito mulheres e 24 homens. Apenas 

com propósitos descritivos, também levamos em consideração a idade dos indivíduos, onde 

pacientes jovens foram definidos como aqueles com 59 anos ou menos e idosos aqueles com 

60 anos ou mais. Nos gráficos abaixo, todos os pacientes que se recuperaram (sejam aqueles 

do grupo COVID Leve ou do grupo COVID Leve + Recuperação) foram designados como 

“recuperados” (Figura 6B). 

Figura 6 – Caracterização epidemiológica da coorte de pacientes deste estudo. Relação de tipos de tumores e 

número de mortes durante o período do estudo, obtidos a partir dos prontuários eletrônicos disponíveis no banco 

de dados do A.C.Camargo Cancer Center, totalizando 20 pacientes diagnosticados com tumores hematológicos, 

e 22 com tumores sólidos (A). Descrição da coorte com base no desfecho da COVID-19 (óbito ou recuperação), 

sexo (homens e mulheres), e idade dos pacientes – indivíduos foram considerados idosos caso apresentassem 

idade igual ou superior a 60 anos (B).  

Fonte: Autoria própria. 

Observamos uma ampla distribuição de tumores tanto sólidos quanto hematológicos, 
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com os casos mais comuns sendo os de linfoma e tumores do trato digestivo. 

Proporcionalmente, os óbitos foram mais comuns em pacientes com mieloma. Embora 

possamos fazer essas observações, é importante ressaltar que o número restrito de pacientes e 

a distribuição heterogênea de tumores não nos permitem sugerir quais indivíduos 

apresentariam maior risco de óbito de acordo com os tipos tumorais. Também não foram 

encontradas influências do sexo ou idade dos indivíduos no desfecho da COVID-19, de 

acordo com o teste exato de Fisher (Tabela 2). A exceção foi o caso específico dos pacientes 

com tumores hematológicos, onde não foram observados óbitos entre pacientes com 59 anos 

ou menos. 

Em seguida, realizamos avaliações mais específicas acerca dos pacientes e suas 

condições clínicas. Visto que a infecção por SARS-CoV-2 afeta de forma mais grave pacientes 

com tumores hematológicos43,46, todas as análises foram feitas de forma segregada. Sendo 

assim, partimos para a determinação do histórico de infecção de cada paciente, destacando 

informações como data dos primeiros sintomas, entrada no hospital, pontuação da condição 

clínica do paciente de acordo com o Eastern Cooperative Oncologic Group (ECOG) 

performance status scale, necessidade de adiamento de terapias antitumorais, oxigenoterapia 

e data de óbito (Figura 7). O dia do resultado do diagnóstico da infecção por SARS-CoV-2 

foi definido como “0”. 
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Figura 7 – Detalhes sobre as características clínicas, momento de coleta de sangue e progressão da 

COVID-19 na coorte de pacientes oncológicos deste estudo. Representação gráfica do histórico hospitalar de 

cada paciente com tumores hematológicos (A) ou tumores sólidos (B). Estão identificados o tempo de 
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hospitalização, início dos sintomas, momentos de coleta de sangue, momentos de necessidade de 

oxigenoterapia, data de óbito, necessidade de atraso da terapia antitumoral, e a pontuação referente à condição 

clínica do paciente no momento de entrada no hospital, de acordo com o Eastern Cooperative Oncologic Group 

(ECOG) performance status scale. O dia da confirmação do diagnóstico de infecção por SARS-CoV-2 foi 

definido como o ponto de referência (tempo zero). F = Feminino; M = Masculino.  

Fonte: Autoria própria. 

 

Observa-se que em ambos os casos os indivíduos apresentaram sintomas dentro de 

duas semanas antes do resultado do diagnóstico, e que alguns dos pacientes que necessitaram 

de oxigenoterapia a receberam antes mesmo do diagnóstico da infecção. Também fica 

destacado que a maior parte das amostras de sangue foi colhida dentro da primeira semana 

após o diagnóstico da COVID-19. Para ambos os grupos, a mediana entre a data do 

diagnóstico e a coleta da amostra de sangue foi de dois dias (intervalo de confiança de 95%: 1 

a 4 dias). Portanto, os dados apresentados representam o perfil dos pacientes ainda nos 

primeiros dias após o diagnóstico, antes de sabermos o desfecho da COVID-19. 

Sendo assim, iniciamos a investigação de fatores imunes que pudessem indicar o 

desfecho da COVID-19 entre pacientes oncológicos, ainda nos primeiros dias após a 

confirmação da infecção por SARS-CoV-2. 

 

4.2 DETERMINANTES INDICATIVOS DE ÓBITO ENTRE PACIENTES 
ONCOLÓGICOS 

 

Para entender como fatores imunes solúveis influenciam no desfecho da COVID-19 

entre pacientes oncológicos, analisamos os dados obtidos em exames de rotina, como 

resultados de hemogramas e dosagens das concentrações de proteína C reativa e dímeros-D, 

uma vez que sua presença indica maior risco de óbito entre pacientes da população geral que 

apresentam a COVID-19 (Figura 8)28. 
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Figura 8 – Análise de fatores bioquímicos e hematológicos indica associação entre baixas contagens de 

subpopulações de leucócitos e o desfecho da COVID-19 entre pacientes com tumores hematológicos. Dados 

bioquímicos e hematológicos foram obtidos a partir da avaliação dos exames disponíveis nos prontuários 
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eletrônicos dos pacientes, considerando a data mais próxima das coletas realizadas pela equipe de enfermeiras de 

pesquisa. Nos gráficos estão representadas as populações de leucócitos, considerando o número absoluto por 

mm³ de sangue (A), o hematócrito e a concentração de hemoglobina (B), e a concentração de dímeros-D e 

proteína C reativa (C). Os valores estão representados como mediana e intervalo de confiança de 95%, em escala 

logarítmica. Os grupos de pacientes foram definidos a partir do tipo de tumor (sólido ou hematológico) 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 hematológicos (n = 20) e com o teste de Kruskal-Wallis 

seguido do pós-teste de Dunn com correção para múltiplas comparações no caso de pacientes com tumores 

sólidos (n = 22). Linhas tracejadas representam valores de referência presentes nos exames avaliados. p-valores 

inferiores a 0,1 estão representados nos gráficos. PCR = proteína C reativa.  

Fonte: Autoria própria. 

 

Pacientes com tumores hematológicos que apresentaram dosagens mais elevadas de 

proteína C reativa e dímeros-D e valores inferiores de parâmetros hematológicos (como 

contagem de linfócitos, monócitos, e concentração de hemoglobina) faleceram em 

decorrência da COVID-19 (Figura 8). Em especial, as contagens de leucócitos foram mais 

baixas entre pacientes com tumores hematológicos que faleceram do que em pacientes com 

tumores sólidos que faleceram (resultado não destacado). 

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

crescimento no plasma de pacientes oncológicos infectados pelo SARS-CoV-2 (Figura 9). 
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Figura 9 – Pacientes oncológicos diagnosticados com COVID-19 que apresentaram concentrações elevadas 

de mediadores imunes no plasma tiveram maior chance de óbito. As coletas de sangue foram realizadas, em 

mediana, dois dias após o diagnóstico da COVID-19, e o plasma foi utilizado para a dosagem de mediadores 
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imunes solúveis. Os gráficos trazem a representação da concentração de quimiocinas (A), fatores de crescimento 

(B), e citocinas (C). Os dados estão representados como mediana e intervalo de confiança de 95% da 

concentração do analito, em escala logarítmica. Os grupos de pacientes foram definidos a partir do tipo de tumor 

(sólido ou hematológico) 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 hematológicos (n = 20) 

e com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn com correção para múltiplas comparações no caso 

de pacientes com tumores sólidos (n = 22). p-valores inferiores a 0,1 estão representados nos gráficos. IL1RN = 

IL-1 Receptor Antagonist.  

Fonte: Autoria própria. 

 

Entre pacientes com tumores hematológicos que faleceram em decorrência da 

COVID-19, observamos concentrações elevadas de fatores associados com o recrutamento de 

células imunes, como a citocina IL-1β, o fator de crescimento VEGFA, e as quimiocinas 

CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL8 (Figura 8). Também observamos uma discreta indicação de 

aumento na concentração de CXCL10 e IL-1RN. Além disso, concentrações elevadas de 

fatores de inflamação 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 concentrações elevadas entre indivíduos com 

tumores hematológicos que faleceram (Figura 8 C). 

Já entre pacientes com tumores sólidos, as únicas diferenças com p-valores inferiores a 

0,05 foram: i) o aumento na concentração de IL-6 em pacientes cujo desfecho da COVID-19 

foi o óbito, em comparação com pacientes que apresentaram apenas a doença leve; e ii) o 

aumento na concentração de CXCL8 em pacientes cujo desfecho da doença foi o óbito em 

comparação com aqueles que conseguiram se recuperar da forma grave da COVID-19 

(Figura 9A-B). Outras discretas alterações foram observadas nas concentrações das citocinas 

IL-15 e TNFα, e dos fatores de crescimento FGF2 e PDGFB (Figura 9B-C). 

Curiosamente, fatores associados à COVID-19 grave na população geral, como IL-

12A e IFN-γ, não apresentaram concentrações diferentes entre os grupos avaliados neste 

estudo (Figura 10). 
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Figura 10 – Pacientes oncológicos diagnosticados com COVID-19 não apresentaram alterações nas 

dosagens de IFN-γ ou IL-12A, independentemente da gravidade da doença. As amostras de sangue foram 

coletadas com uma mediana de dois dias após o diagnóstico da COVID-19, e o plasma utilizado para a dosagem 
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de mediadores solúveis. Os gráficos trazem a representação da concentração de analitos solúveis nos quais os p-

valores foram iguais ou superiores a 0,1. Os dados estão representados como mediana e intervalo de confiança 

de 95% da concentração do analito, em escala logarítmica. Os grupos de pacientes foram definidos a partir do 

tipo de tumor (sólido ou hematológico) 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 

hematológicos (n = 20) e com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn com correção para 

múltiplas comparações no caso de pacientes com tumores sólidos (n = 22).  

Fonte: Autoria própria. 

 

Conforme indicado na figura acima, também não foram observadas diferenças nas 

concentrações de IL-4, IL-7, IL-9, CSF2, CSF3, CCL2 ou CCL11. 

Em seguida, visando determinar a influência de imunoglobulinas na COVID-19, 

utilizamos plataformas multiplex para avaliar a produção de anticorpos IgA, IgG e IgM contra 

proteínas 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 hematológicos e COVID-19 apresentaram baixa produção de 

anticorpos contra proteínas do SARS-CoV-2 antes da progressão da doença. As amostras de sangue foram 

coletadas com uma mediana de dois dias após o diagnóstico da COVID-19, e o plasma utilizado para a dosagem 

anticorpos IgA (A), IgG (B) e IgM (C) contra as proteínas virais Nucleocapisd, Receptor Binding Domain, Spike 

1 e Spike 2 do SARS-CoV-2. Os valores estão representados como mediana e intervalo de confiança de 95% da 

intensidade de fluorescência, em escala logarítmica. Nos gráficos de radar estão representados os valores médios, 

transformados por Ln(X+1), da produção de anticorpos para os pacientes com tumores hematológicos (D) ou 

tumores sólidos (E). Os grupos de pacientes foram definidos a partir do tipo de tumor (sólido ou hematológico) 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 hematológicos (n = 20) e com o teste de Kruskal-

Wallis seguido do pós-teste de Dunn com correção para múltiplas comparações no caso de pacientes com 

tumores sólidos (n = 22). p-valores inferiores a 0,1 estão representados nos gráficos.  

Fonte: Autoria própria. 

 

De forma geral, pacientes com tumores hematológicos que apresentaram apenas a 

forma leve da COVID-19 tiveram maior produção de anticorpos IgG e IgM contra proteínas 

do SARS-CoV-2 em relação aos pacientes que faleceram, enquanto não foram observadas 

diferenças na produção de anticorpos IgA (Figura 11A-D). Dentre pacientes com tumores 

sólidos, observou-se diferença apenas na produção de IgM anti-nucleocapsídeo entre 

pacientes que faleceram em comparação com aqueles que tiveram a forma grave da doença, 

mas se recuperaram (Figura 11C). Adicionalmente, observou-se que a produção de IgG 

contra proteínas do vírus é superior em pacientes com tumores sólidos que faleceram em 

decorrência da COVID-19, em relação ao grupo de pacientes equivalente, mas com tumores 

hematológicos (dados não destacados). 

Em seguida, prosseguimos para a investigação de parâmetros celulares específicos 

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 construídos a fim de detalhar populações e 

subpopulações de linfócitos, além de suas características de ativação, exaustão, memória, e 

produção 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 populações celulares diferencialmente 

expressas (considerando um p-valor menor ou igual a 0,05), alguns resultados referentes à 

coorte de pacientes com tumores hematológicos foram segregados daqueles referentes à 

coorte de pacientes com tumores sólidos. Destacamos, ainda, que devido à baixa quantidade 

de células mononucleares de sangue periférico disponíveis em algumas das amostras, o 

número total de pacientes de ambas as coortes sofreu redução. 
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Tabela 3 – Dicionário dos marcadores de citometria de fluxo utilizados neste trabalho. 

Fonte: Autoria própria. 
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Iniciamos a investigação utilizando um algoritmo de análise não-supervisionada de 

dados, o Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP), aplicado na população de 

linfócitos caracterizada em Material e Métodos (Figura 2). O UMAP é uma ferramenta capaz 

de organizar e projetar geograficamente os eventos a partir de seus atributos, agrupando ou 

segregando eventos com base em suas características.  

Com esses dados em mãos, utilizamos marcadores clássicos para identificar as 

principais populações de linfócitos (células T, células B, e células NK), e determinamos suas 

respectivas frequências (Figura 12).  
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Figura 12 – Avaliação não supervisionada dos dados de citometria indica subpopulações de células B 

diferencialmente expressas entre pacientes com tumores sólidos. Células mononucleares de sangue periférico 

foram descongeladas, estimuladas por quatorze horas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 (apenas no caso do 
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painel “Intracelular”), incubadas com Brefeldina A durante quatro horas, e marcadas com diferentes painéis de 

anticorpos para citometria, segundo descrito em Material e Métodos. Dados de citometria foram analisados com 

um algoritmo de análise não supervisionada (Uniform Manifold Approximation and Projection - UMAP), que 

agrupa os eventos de acordo com sua similaridade. As estratégias de análise das populações e subpopulações de 

linfócitos estão descritas em Material e Métodos. Representação da distribuição de células oriundas de pacientes 

com COVID Leve (Verde) e COVID Grave + Óbito (Vermelho) (A), das frequências das principais 

subpopulações celulares, incluindo células T CD4+, células T CD8+, células B e células NK (B). Representação 

da distribuição de células oriundas de pacientes com tumores sólidos e COVID Leve (Verde), COVID Grave + 

Recuperação (Azul) e COVID Grave + Óbito (Vermelho), de acordo com os painéis “Exaustão” (C) ou 

“Intracelular” (E). Representação das frequências das principais subpopulações celulares, incluindo células T 

CD4+, células T CD8+, células T Duplo-Negativas (CD4-CD8-), células T TCRγδ+, células NK e células B, de 

acordo com os painéis “Exaustão” (D) “Intracelular” (F). Representação de 25 subpopulações e suas frequências 

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

expressas entre os três grupos de pacientes com tumores sólidos, referentes ao painel “Exaustão” (G). Os grupos 

de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e Métodos. Os 

dados estão apresentados como mediana e seus respectivos intervalos de confiança de 95% e foram analisados 

com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn com correção para múltiplas comparações. p-

valores inferiores a 0,1 estão representados nos gráficos. Coorte de tumores hematológicos: Painel “Exaustão”: n 

= 9 (COVID Leve); n = 6 (COVID Grave + Óbito). Coorte de tumores sólidos: Painel “Exaustão”: n = 7 

(COVID Leve); n = 7 (COVID Grave + Recuperação); n = 5 (COVID Grave + Óbito). Painel “Intracelular”: n = 

4 (COVID Leve); n = 5 (COVID Grave + Recuperação); n = 3 (COVID Grave + Óbito). 

 

A avaliação da frequência das principais populações, com base no painel “Exaustão”, 

revelou proporções semelhantes de linfócitos T CD4+ e CD8+ entre pacientes oncológicos de 

forma geral (Figura 12A-D). Já no painel “Intracelular”, utilizado apenas para as amostras de 

pacientes com tumores sólidos, verificamos uma proporção mais elevada de células não 

identificadas, possivelmente revelada pela falta de marcadores específicos para populações de 

células B (Figura 12E-F). Em seguida, aplicamos os algoritmos X-Shift e Cluster Explorer 

sob os dados de ambas as coortes. Em decorrência da ausência de diferenças nas proporções 

de subpopulações de linfócitos entre pacientes com tumores hematológicos, apenas os dados 

da coorte de pacientes com tumores sólidos estão representados. Sendo assim, em pacientes 

com tumores sólidos observamos uma elevação de subpopulações de células B entre 

indivíduos que vieram a óbito em decorrência da COVID-19, além de uma população de 

células T CD8+ naïve entre pacientes que apresentaram apenas a forma leve da doença 

(Figura 12G). 

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

pacientes, com o objetivo de complementar a avaliação das populações encontradas nas 
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análises não-supervisionadas. Inicialmente, investigamos as populações celulares de pacientes 

com tumores hematológicos, comparando aqueles que faleceram em decorrência da COVID-

19 com os que apresentaram apenas a forma leve da doença (Figura 13). 
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Figura 13 – Análise dos dados de citometria de fluxo revela que pacientes com tumores hematológicos que 

apresentaram COVID-19 leve possuem frequências elevadas de células B ativadas e diferenciadas. Células 

mononucleares de sangue periférico foram descongeladas e marcadas com o painel “Exaustão”, segundo descrito 

em Material e Métodos. As estratégias de análise das populações e subpopulações de linfócitos também estão 

descritas em Material e Métodos. Os gráficos em violino representam a frequência das populações 

diferencialmente expressas entre grupos COVID Grave + Óbito (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 estão apresentados como mediana e seus respectivos intervalos de confiança de 

95% e foram analisados com o teste de Mann-Whitney.  

Fonte: Autoria própria. 
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Entre pacientes que faleceram em decorrência da COVID-19, observou-se um claro 

padrão de aumento na presença de “leucócitos não-T”, células NK, e células T duplo-positivas 

(CD4+CD8+) que expressam o marcador CRTH2. Além disso, observou-se aumento na 

frequência de células T expressando marcadores associados à exaustão celular (Figura 12A). 

Pacientes que apresentaram apenas a forma leve da COVID-19 mostraram outro padrão de 

células circulantes, com frequências mais elevadas de células T no geral, células T 

expressando o marcador CD161, e células B expressando os marcadores CXCR5 e CCR6, 

denominadas aqui como “células B ativadas e diferenciadas”. Curiosamente, esses pacientes 

também apresentaram uma população de células T regulatórias expressando o marcador CD95 

(Figura 13B). 

Entre pacientes com tumores sólidos, por sua vez, observamos três padrões distintos 

de células imunes circulantes (Figura 14). 
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Figura 14 – Avaliação supervisionada dos dados de citometria de fluxo indica três perfis distintos de 

subpopulações de linfócitos entre pacientes com tumores sólidos e diferentes apresentações clínicas 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 análise das populações e subpopulações de linfócitos também estão 

descritas em Material e Métodos. Representação das populações com frequências elevadas entre indivíduos do 

grupo COVID Grave + Óbito (A), COVID Grave + Recuperação (B), e COVID Leve (C). Os grupos de 

pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e Métodos. Os 

dados estão apresentados como mediana e seus respectivos intervalos de confiança de 95% e foram analisados 

com o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn com correção para múltiplas comparações. p-

valores inferiores a 0,1 estão representados nos gráficos. Painel “Exaustão”: n = 7 (COVID Leve); n = 7 

(COVID Grave + Recuperação); n = 5 (COVID Grave + Óbito). Painel “Intracelular”: n = 4 (COVID Leve); n = 

5 (COVID Grave + Recuperação); n = 3 (COVID Grave + Óbito).  

Fonte: Autoria própria. 

 

Curiosamente, pacientes com tumores sólidos que faleceram em decorrência da 

COVID-19 apresentaram frequências mais elevadas de células B, e células T expressando os 

marcadores CXCR5 e CCR6, que estão associadas tanto à função de células foliculares 

quanto ao perfil TH1764,65. Além disso, esses pacientes apresentaram diversas subpopulações 

de células B, células T TCRγδ+ e TCRγδ- expressando marcadores associados aos processos 

de exaustão e proliferação, algumas das quais ainda apresentavam capacidade de produção de 

IL-10, IFN-γ, ou IL-17A (Figura 14A). 

Entre pacientes que tiveram COVID-19 grave mas se recuperaram da doença, 

destacaram-se múltiplas populações de células NK, desde as ativadas, até as que 

apresentavam diferentes capacidades de produção de Granzima B, IL-10, IL-17A, e IFN-γ. 

Além disso, esses pacientes apresentaram frequências mais elevadas de linfócitos TCRγδ+ e 
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células T regulatórias produtoras de IL-10 (Figura 14B). 

Já entre pacientes que apresentaram apenas a forma leve da COVID-19, observou-se a 

maior frequência de células T TCRγδ+ naïve, células NK produtoras de Granzima B, e células 

T regulatórias efetoras de memória (Figura 14C). 

Por fim, associamos os parâmetros diferencialmente expressos entre os grupos de 

pacientes oncológicos com diferentes desfechos da COVID-19 para a geração de heatmaps 

baseados em agrupamentos não-supervisionados, e para a Análise de Componentes Principais 

(PCA). A fim de reduzir possíveis vieses, pareamos amostras dos ensaios referentes aos perfis 

imunes humoral e celular, selecionando apenas os fatores imunes solúveis que apresentaram 

p-valores inferiores a 0,05 na comparação entre os grupos. Os parâmetros comorbidades, 

presença ou ausência de leucopenia na data do diagnóstico da COVID-19, tratamento 

antitumoral um mês antes do diagnóstico da COVID-19, pontuação ECOG, estadiamento 

tumoral, e sexo do indivíduo também foram utilizados nesta análise.  

Os resultados abaixo foram obtidos a partir dos parâmetros diferencialmente expressos 

entre pacientes com tumores hematológicos dos grupos COVID Leve e COVID Grave + 

Óbito, considerando p-valores inferiores a 0,05 (Figura 15).  
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Figura 15 – Fatores imunes solúveis e celulares foram os principais determinantes do desfecho da COVID-

19 entre pacientes com tumores hematológicos. Dados referentes às dosagens de analitos solúveis e fatores 

celulares com expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve (n = 9) e COVID Grave + Óbito (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 não-supervisionados. Para a construção do mapa de calor (A), tanto as linhas quanto 

as colunas foram agrupadas de acordo com a distância Manhattan e a ligação tipo Ward. Fatores categóricos 

como idade, uso de terapia antitumoral, comorbidades, pontuação ECOG, sexo, presença de leucopenia e 

estadiamento tumoral também foram considerados para a análise. A análise de componentes principais (B) 

demonstra a distribuição dos indivíduos de acordo com a gravidade da COVID-19, assim como os principais 

fatores que contribuíram para explicar as variâncias observadas nas dimensões um (Dim1) 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 mês antes do diagnóstico da infecção por SARS-CoV-2.  

Fonte: Autoria própria.  

 

Apesar dos diversos parâmetros clínicos categóricos utilizados na análise de 

agrupamentos não supervisionada, as principais diferenças observadas estavam associadas aos 

parâmetros imunológicos investigados neste trabalho. Observou-se a formação de dois grupos 

com características distintas, onde aqueles indivíduos que, próximo ao diagnóstico da 

COVID-19, apresentaram maior produção de anticorpos, contagem de linfócitos e leucócitos, 

e frequências de células T expressando o marcador CD161 e células B ativadas e 

diferenciadas, tiveram apenas a forma leve da doença. Por outro lado, pacientes que, no 

mesmo contexto, apresentaram concentrações elevadas de parâmetros imunes solúveis de 

forma geral, e maior frequência de células NK, células T duplo-positivas expressando o 

marcador CRTH2, e linfócitos com marcadores associados à exaustão, tiveram maior chance 

de óbito (Figura 15A). 

A análise de componentes principais também trouxe resultados semelhantes, onde 

pacientes com diferentes desfechos da COVID-19 foram mapeados em duas áreas bastante 

distintas. Observa-se, ainda, que os fatores de maior variabilidade nos grupos COVID Leve e 

COVID Grave + Óbito foram essencialmente os mesmos encontrados na análise de 

agrupamentos não supervisionada. Adicionalmente, análises de componentes principais ainda 

indicam fatores que apresentam correlações positivas ou negativas. No caso acima, 

observaram-se quatro quadrantes bem definidos, onde, de forma geral, contagens de linfócitos 

se correlacionaram negativamente com a concentração de citocinas, e a produção de 

anticorpos se correlacionou negativamente com a presença de células expressando marcadores 

associados a perfis de exaustão (Figura 15B).  

De forma análoga, realizamos as análises de componentes principais e de agrupamentos 

não-supervisionadas dos parâmetros diferencialmente expressos entre pacientes com tumores 
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sólidos, 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 indisponíveis), os dados 

utilizados para as análises abaixo não levaram em consideração o painel “Intracelular”, cujo 

número de pacientes era menor (Figura 16). 
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Figura 16 – Fatores imunes solúveis e celulares foram os principais determinantes do desfecho da COVID-

19 entre pacientes com tumores sólidos. Dados referentes às dosagens de analitos solúveis e fatores celulares 

com expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve (n = 7), COVID Grave + Recuperação (n = 7) e 
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COVID Grave + Óbito (n = 5) (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05), foram transformados por 

Ln(X+1) e analisados com algoritmos de agrupamentos não-supervisionados. Para a construção do mapa de 

calor (A), tanto as linhas quanto as colunas foram agrupadas de acordo com a distância Canberra e a ligação tipo 

Ward. Fatores categóricos como idade, uso de terapia antitumoral, comorbidades, pontuação ECOG, sexo, 

presença de leucopenia, e estadiamento tumoral também foram considerados para a análise. A análise de 

componentes principais (B) demonstra a distribuição dos indivíduos de acordo com a gravidade da COVID-19, 

assim como os principais fatores que contribuíram para explicar as variâncias observadas nas dimensões um 

(Dim1) 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 mês antes do diagnóstico da infecção por SARS-CoV-2.  

Fonte: Autoria própria. 

 

No caso de pacientes com tumores sólidos, observou-se a formação de três 

agrupamentos baseados nos parâmetros imunes avaliados, sem que variáveis categóricas 

apresentassem uma clara segregação entre os pacientes e seus respectivos desfechos da 

COVID-19. Em um dos grupos observamos a presença de quase todos os pacientes que 

apresentaram apenas a forma leve da COVID-19, assim como alguns dos que se recuperaram 

da doença grave. Nesse grupo destacaram-se a presença elevada de células NK efetoras, assim 

como células T regulatórias efetoras de memória (Figura 16A).  

Num segundo grupo, que reuniu a maioria dos pacientes que se recuperaram da forma 

grave da COVID-19, além de um indivíduo que apresentou a forma leve da doença, 

destacaram-se a frequência elevada de “leucócitos não-T”, Células NK efetoras, e a produção 

elevada de IL-15 e IL-6, porém baixa de CXCL8 (Figura 16A). 

No grupo onde ficaram todos os pacientes que faleceram em decorrência da COVID-19, 

destacaram-se não apenas a produção elevada de IL-15, IL-6 e, especialmente, CXCL8, mas 

também frequências mais altas de células B, células T positivas para CD39, e células T e B 

com marcadores associados a processos de exaustão (Figura 16A). 

Já a análise de componentes principais revelou bastante sobreposição entre os grupos, 

mas, ainda assim, destacou fatores com associações negativas. Dentre eles, destacaram-se a 

interação negativa entre a frequência células T regulatórias efetoras de memória e a 

frequência de células com marcadores associados à exaustão (Figura 16B). 

A fim de aprofundarmos a investigação, procedemos ao estudo de possíveis mecanismos 

envolvidos na progressão da COVID-19 em pacientes oncológicos. 
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4.3 INVESTIGAÇÃO DOS MECANISMOS IMUNES DA COVID-19 EM 

PACIENTES ONCOLÓGICOS 

 

Muito embora vários estudos sobre os mecanismos da progressão da COVID-19 tenham 

sido publicados, poucos possuem foco em populações com câncer. Até então, o principal 

mecanismo associado à COVID-19 grave é a síndrome de liberação de citocinas, na qual se 

observa papel predominante de IFN-γ, IL-6, IL-12A e TNFα28. Visto que não encontramos 

diferenças entre as dosagens plasmáticas dessas citocinas – à exceção da IL-6 –  e a 

possibilidade de que outros mecanismos estejam envolvidos na progressão da doença entre 

pacientes oncológicos, verificamos como os diversos parâmetros avaliados nesse trabalho se 

correlacionam. 

Para tanto, foram construídas matrizes de correlação de Spearman, onde as interações 

com p-valores superiores a 0,05 foram sombreadas, destacando, assim, as demais interações 

(Apêndices 1 e 2). As redes de correlação, por sua vez, foram construídas considerando 

apenas as correlações com p-valor inferior a 0,05. Em ambos os casos, utilizamos como base 

um agregado de resultados, que consistiu em todos os fatores solúveis avaliados no plasma, as 

contagens de neutrófilos, monócitos e plaquetas, e todas as populações celulares 

diferencialmente expressas de acordo com os ensaios de citometria de fluxo. 

Iniciamos com a análise dos parâmetros observados nos grupos de pacientes com 

tumores hematológicos, considerando apenas indivíduos que apresentavam amostras pareadas 

das análises dos perfis humoral e celular. Devido à grande quantidade de correlações com p-

valores inferiores a 0,05 encontrada, parâmetros com características semelhantes foram 

agrupados para a construção das redes de correlação, que ainda foram segregadas a fim de 

destacar com maior clareza apenas as correlações positivas, ou apenas as negativas (Figura 

17). Matrizes de correlação com as todas as interações entre fatores individuais podem ser 

observadas ao final deste trabalho (Apêndices 1 e 2). 
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Figura 17 – Análises de correlação indicam que a resposta humoral ineficiente está associada ao óbito entre pacientes com tumores hematológicos. Fatores 

com expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve e COVID Grave + Óbito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05), foram utilizados para 

construir matrizes de correlação de Spearman, evidenciando as interações com p-valores inferiores a 0,05. Essas interações foram utilizadas para a construção de 

redes de correlação positivas (representadas por linhas vermelhas) e negativas (representadas por linhas azuis), onde o tamanho das esferas aumenta de acordo com o 

número de interações realizadas pelo grupo de fatores, e a espessura das linhas em loop indica o número de correlações que os fatores realizam entre si. 

Representação das redes de correlações positivas do grupo COVID Leve e COVID Grave + Óbito (A). Representação das redes de correlações negativas do grupo 

COVID Leve e COVID Grave + Óbito (B). Os grupos de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e Métodos. 

Fatores com características semelhantes foram agrupados, sendo que: “Anticorpos” se referem a IgA, IgG, e IgM específicos contra as proteínas Nucleocapisd, 

Spike 1, Spike 2 ou Receptor Binding Domain do SARS-CoV-2; “Células B Ativadas” são células CD19+CD38+/-CXCR5+CCR6+; “Células CD161+” são células 

CD3+CD161+CD95- ou células CD3+CD4+CD161+CD95-; “Células Exaustas” se referem a qualquer linfócito positivo para os marcadores PD-1, CLTA-4, ou TIM-

3, excetuando-se células Treg; “Células NK” são células CD45+CD56+CD3-; “Células TH2” são células CD3+CD4+CD8+CRTH2+CXCR3-; “Fatores de 

Crescimento” correspondem às moléculas CSF3, FGF2, PDGFB e VEGFA; “Fatores de Recrutamento” correspondem às moléculas CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL11, CXCL8 e CXCL10; “Fatores Regulatórios” correspondem às moléculas IL-1RN e IL-10; “Fatores TH17” dizem respeito à IL-17A; “Fatores TH2” 

correspondem às moléculas IL-4, IL-5 e IL-13; “Indutores de Inflamação” representam IL-1β, IL-6 e Proteína C Reativa; “Indutores de Proliferação” 

correspondem à IL-2, IL-7 e IL-9; “Leucócitos ‘Não-T’” são células CD45+CD3-TCRγδ-; “Treg Ativada” são células CD4+CD25+CD127low PD-1+, CD95+, ou TIM-

3+; “Contagem” diz respeito ao número de Monócitos, Neutrófilos ou Plaquetas por mm³ de sangue. n = 9 (COVID Leve) e n = 6 (COVID Grave + Óbito).  

Fonte: Autoria própria. 
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A comparação entre as redes de correlação dos grupos COVID Leve e COVID Grave 

+ Óbito demonstrou padrões diferentes de interações entre anticorpos, células em geral, e 

fatores solúveis, com pouca sobreposição entre as redes dos dois grupos (Figura 17). Na rede 

de correlações positivas, observou-se uma grande queda no número de interações entre 

diferentes tipos de anticorpos na comparação entre pacientes que apresentaram COVID-19 

leve e os que vieram a óbito em decorrência da doença (Figura 17A). Além disso, a 

participação de diversos grupos celulares é muito mais evidente entre pacientes que obtiveram 

desfechos mais favoráveis, enquanto indivíduos que vieram a óbito apresentaram redes 

intricadas entre diversos fatores imunes solúveis, incluindo diversas quimiocinas e indutores 

de inflamação, como IL-6, e Proteína C Reativa (Figura 17A, Apêndice 1). Outro destaque 

foram as células T regulatórias ativadas, que apresentaram muito mais correlações entre 

indivíduos com COVID-19 leve, em relação aos que faleceram (Figura 17A). 

Já na rede de correlações negativas, ficou destacado, em ambos os casos, a relação 

oposta entre a presença de células exaustas e a produção de anticorpos (Figura 17B). Células 

exaustas, no entanto, pareceram exercer influência muito mais abrangente na resposta imune 

de pacientes que vieram a óbito em decorrência da COVID-19. Por outro lado, em indivíduos 

que apresentaram apenas COVID-19 leve, a importância de células T regulatórias ativadas foi 

destacada (Figura 17B). Além disso, de forma geral, a força das correlações – positivas ou 

negativas – foram mais elevadas entre pacientes do grupo COVID Grave + Óbito do que no 

grupo COVID Leve (Figura 17).  

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

diferentes grupos de pacientes com tumores sólidos (Figura 18). 
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Figura 18 – Análises de correlação indicam que a falta de regulação imune eficiente se associa ao óbito entre pacientes com tumores sólidos. Fatores com 

expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve, COVID Grave + Recuperação e COVID Grave + Óbito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) 

foram utilizados para construir matrizes de correlação de Spearman, evidenciando as interações com p-valores inferiores a 0,05. As interações destacadas foram 

utilizadas para a construção de redes de correlação positivas (representadas por linhas vermelhas) e negativas (representadas por linhas azuis), onde o tamanho das 

esferas aumenta de acordo com o número de interações realizadas pelo grupo de fatores. Representação das redes de correlação positivas relativas aos dados pareados 

humorais e celulares de pacientes do grupo COVID Leve, COVID Grave + Recuperação, e COVID Grave + Óbito (A). Representação das redes de correlação 

negativas relativas aos dados pareados humorais e celulares de pacientes do grupo COVID Leve, COVID Grave + Recuperação, e COVID Grave + Óbito (B). Os 

grupos de pacientes foram definidos a partir da gravidade da COVID-19, segundo descrito em Material e Métodos. Fatores com características semelhantes foram 

agrupados, sendo que: “Anticorpos” se referem a IgA, IgG, e IgM específicos contra as proteínas Nucleocapisd, Spike 1, Spike 2 ou Receptor Binding Domain do 

SARS-CoV-2; “Células B” são células CD45+CD19+CD38+/-; “Células CD39+” são células CD39+PD-1- CD4+ ou CD8+; “Células de Memória” são células 

CD8+CD45RO+CCR7+ ou CD56+CD45RO+CCR7-; “Células Naive” representam células T TCRγδ+CD45RO-CCR7+; “Células Exaustas” se referem a qualquer 

linfócito positivo para os marcadores PD-1, CLTA-4, TCF-1 ou TOX, excetuando-se células Treg; “Células Exaustas/Em Proliferação” se referem a qualquer 

linfócito PD-1+Ki-67+, excetuando-se células Treg; “Células IL-10+” representam qualquer linfócito positivo para IL-10; “Células IL-10+ Exaustas” representam 

qualquer linfócito PD-1+IL-10+; “Células NK Ativadas” são células CD56+CD3-GzB+IFN-γ-; “Células Regulatórias” são células 

CD4+CD25+CD127lowCD45RO+CCR7- ou células CD4+CD25+CD127lowFoxP3+IL-10+GzB-; “Células TH1” são células CD56+IFN-γ+GzB- ou CD56+IFN-γ+GzB+; 

“Células TH1 Exaustas” são células T TCRγδ+IFN-γ+PD-1+; “Células TH17” são células CD56+IL-17A+GzB- ou Células T CXCR5+CCR6+; “Fatores de 

Cresimento” correspondem às moléculas CSF3, FGF2, PDGFB e VEGFA; “Fatores de Recrutamento” correspondem às moléculas CCL2, CCL3, CCL4, CCL11, 

CXCL8 e CXCL10; “Fatores Regulatórios” correspondem às moléculas IL-1RN e IL-10; “Fatores TH1” correspondem às moléculas IFN-γ, IL-12A, IL-15 e 

TNFα; “Fatores TH17” dizem respeito à IL-17A; “Fatores TH2” correspondem às moléculas IL-4, IL-5 e IL-13; “Indutores de Inflamação” representam IL-1β, 

IL-6 e Proteína C Reativa; “Indutores de Proliferação” correspondem à IL-2, IL-7 e IL-9; “Leucócitos ‘Não-T’” são células CD45+CD3-TCRγδ-; “Cont.” diz 

respeito à contagem de Monócitos, Neutrófilos ou Plaquetas por mm³ de sangue. n = 7 (COVID Leve); n = 7 (COVID Grave + Recuperação); n = 5 (COVID Grave 

+ Óbito). 

Fonte: Autoria própria. 
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Observa-se que as redes de correlação entre pacientes dos grupos COVID Leve e 

COVID Grave + Recuperação possuem maior grau de sobreposição em relação aos indivíduos 

cujo desfecho da doença foi o óbito. No geral, observamos uma queda gradual na influência 

de células e fatores regulatórios de acordo com o aumento da gravidade da COVID-19, tanto 

nas redes de correlações positivas quanto nas de correlações negativas (Figura 18). Fatores 

regulatórios (como IL-1RN e IL-10), ou células T regulatórias de forma geral apresentaram 

interações com células de diversos perfis diferentes – das naïve às exaustas, nos três grupos 

avaliados. Por outro lado, pacientes que tiveram desfechos positivos da COVID-19 

apresentaram diversas interações entre mecanismos de regulação imune e células exaustas, as 

quais estão ausentes nos pacientes cujo desfecho foi o óbito. 

Outras interações de destaque incluíram anticorpos, onde observa-se o aumento do 

número de interações entre as diversas classes de imunoglobulinas na comparação dos grupos 

COVID Leve e COVID Grave + Recuperação, com redução entre pacientes do grupo COVID 

Grave + Óbito (Figura 18A). Além disso, de forma semelhante ao observado entre pacientes 

com tumores hematológicos, indivíduos com tumores sólidos também apresentaram 

interações negativas entre anticorpos e células exaustas, independente do desfecho da 

COVID-19 (Figura 18B). Por fim, outro fator em comum foi o aumento da força das 

correlações – positivas e negativas – entre pacientes que vieram a óbito em decorrência da 

COVID-19.  

Visto a vasta gama de diferenças observadas entre diversos parâmetros imunes de 

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

 

4.4 PREDIÇÃO DO DESFECHO DA COVID-19 EM PACIENTES 

ONCOLÓGICOS 

 

A fim de identificar fatores capazes de predizer o resultado da COVID-19 em pacientes 

oncológicos ainda nos primeiros dias após a confirmação do diagnóstico da infecção por 

SARS-CoV-2, recorremos à plataforma MetaboAnalyst. Todos os dados analisados neste 

trabalho foram utilizados para a construção de modelos preditivos, mas, devido ao maior 

número de amostras disponíveis nos ensaios de dosagem da concentração 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 Randômicas e de Curvas ROC indicam CXCL8 como um potencial 

preditor de morte para pacientes oncológicos infectados pelo SARS-CoV-2. Os dados de prontuários 

eletrônicos e de ensaios multiplex para a detecção de analitos solúveis e anticorpos foram utilizados como base 
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para a análise de Florestas Randômicas ou a construção de curvas ROC. Os gráficos demonstram a importância 

de cada fator para segregar os desfechos recuperação e óbito entre pacientes com tumores hematológicos (A) ou 

tumores sólidos (B). As curvas ROC representam a Área sob a Curva, os intervalos de confiança de 95% das 

áreas, os p-valores, o R² de Tjur, e a razão de chance de óbito para pacientes com tumores hematológicos (C), 

tumores sólidos (D), ou pacientes oncológicos de forma geral (E). Os gráficos de linha representam a influência 

da concentração 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 estão 

representados em verde, e os que faleceram, em vermelho. Aos dados foi aplicado o modelo de crescimento de 

Gompertz, que melhor se adequou à sua distribuição, e cujas variáveis estão representadas junto aos gráficos. Em 

(A) e (C), n = 14 para o desfecho recuperação e n = 6 para o desfecho óbito; Em (B) e (D), n = 17 para o 

desfecho recuperação e n = 5 para o desfecho óbito; Em (E), n = 31 para o desfecho recuperação e n = 11 para o 

desfecho óbito. Os modelos utilizados são explicados em detalhes em Material e Métodos. Os grupos de 

pacientes foram definidos a partir do tipo de tumor (sólido ou hematológico) e da gravidade da COVID-19, 

segundo descrito em Material e Métodos. IC = Intervalo de Confiança de 95%; PCR = Proteína C Reativa; RC = 

Razão de Chance.  

Fonte: Autoria própria. 

 

Os primeiros gráficos representam, em ordem decrescente, os parâmetros mais 

importantes para segregar pacientes cujo desfecho da COVID-19 cujo desfecho foi o óbito. 

Observa-se que, entre pacientes com tumores hematológicos, os parâmetros mais importantes 

para classificar diferencialmente indivíduos que se recuperaram da doença foram a produção 

de anticorpos IgG contra proteínas do SARS-CoV-2. Por outro lado, pacientes recém-

diagnosticados apresentaram maior risco de óbito baseado na concentração elevada de fatores 

relacionados ao recrutamento de células imunes e inflamação de fase inicial, como as 

quimiocinas CXCL8, CCL3 e CCL2, o fator de crescimento VEGFA, as citocinas IL-1β e IL-

6, e a proteína C reativa (Figura 19A-B). 

De forma semelhante ao observado em pacientes com tumores hematológicos, o 

modelo de Random Forests também apontou a produção de anticorpos contra proteínas virais 

como um importante fator para a predição da recuperação dos pacientes com tumores sólidos, 

enquanto fatores de recrutamento e ativação celular, como CXCL8, IL-6, CXCL10, VEGFA e 

TNFα indicaram mau prognóstico entre os recém-diagnosticados com COVID-19. 

Um segundo tipo de modelo, baseado em Receiver Operating Characteristic curves 

(chamados aqui de curvas ROC), foi construído utilizando os dados supracitados. Dado o 

grande número de parâmetros com alta capacidade preditiva – definida aqui pela área 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 matemático foram construídos os gráficos de probabilidade 

prevista e o de especificidade versus sensibilidade, classicamente utilizado em modelos de 

curvas ROC. 

Os gráficos de probabilidade prevista determinam, a partir da dosagem de um 

determinado parâmetro obtido no sangue do indivíduo, qual a probabilidade do desfecho 

“óbito”. No gráfico também foram adicionados pontos de corte sugeridos, capazes de 

determinar o desfecho óbito entre pacientes da presente coorte. Já os gráficos para curvas 

ROC apresentam: i) os dados de área abaixo da curva; ii) o intervalo de confiança de 95% da 

área calculada; iii) o p-valor (em comparação a um modelo cuja área abaixo da curva seria de 

valor 0,5); iv) o R² de Tjur, como indicativo de correlação entre o parâmetro e o desfecho; e 

v) a Razão de Chance, levando-se em consideração cada acréscimo de 1pg/mL do analito 

avaliado. 

De acordo com o modelo de curvas ROC, CXCL8 e VEGFA foram dois dos fatores 

com maior área abaixo da curva, considerando apenas pacientes com tumores hematológicos 

e diagnóstico recente de infecção por SARS-CoV-2 (Figura 19C e dados não apresentados). 

Já para pacientes com tumores sólidos recém-diagnosticados com SARS-CoV-2, CXCL8 e IL-

6 apresentaram as áreas abaixo da curva mais elevadas (Figura 19D e dados não 

apresentados). Entretanto, como observa-se nos gráficos de probabilidade prevista, os pontos 

de corte que separam pacientes com desfechos favoráveis ou desfavoráveis são bastante 

próximos (Figura 19D). Ainda assim, observou-se que CXCL8 e IL-6 possuem as maiores 

áreas sob a curva quando consideramos pacientes oncológicos de forma geral (Figura 19E e 

dados não apresentados). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Durante a execução deste trabalho reunimos diversas informações acerca da resposta 

imune de pacientes com câncer contra a infecção pelo SARS-CoV-2. Muito embora não 

tivéssemos à nossa disposição anticorpos para realizar avaliações aprofundadas sobre algumas 

populações celulares, identificamos características importantes do estado geral da resposta 

imune de pacientes oncológicos com COVID-19. 

Visto a ampla gama de resultados encontrados, decidimos por segregar a discussão em 

subtópicos e realizar um apanhado geral ao final de cada seção, com o objetivo de facilitar a 

leitura e interpretação dos dados. 

 

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

 

Muito embora nossos achados – assim como dados da literatura – indiquem que 

pacientes com tumores sólidos e tumores hematológicos apresentem perfis imunes distintos 

durante a COVID-19, também observamos alguns padrões em comum. 

Por exemplo, nas avaliações bioquímicas e hematológicas, pacientes oncológicos não 

apresentaram diferenças significativas nas contagens de neutrófilos ou plaquetas – fatores 

associados à gravidade da COVID-19 em indivíduos da população geral66 – 

independentemente do desfecho da doença (Figura 8). Outro fator de risco, a presença de 

múltiplas comorbidades50 não foi diferente entre pacientes que sobreviveram e os que 

faleceram, tanto na coorte de pacientes com tumores hematológicos, quanto na de tumores 

sólidos. De fato, pacientes com tumores hematológicos que sobreviveram apresentaram 

mediana de uma comorbidade, contra 2,5 entre indivíduos que vieram a óbito (p-valor = 

0,0939 no teste de Mann-Whitney e p-valor = 0,1778 no teste exato de Fisher, ao comparar 

indivíduos com até uma comorbidade contra os que possuíam duas ou mais comorbidades). Já 

entre pacientes com tumores sólidos, tanto indivíduos 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 indivíduos com até uma 

comorbidade contra os que possuíam duas ou mais comorbidades). É possível que a ausência 

de influência das múltiplas comorbidades no presente estudo esteja relacionada exatamente às 

características da coorte, visto que tanto a incidência de câncer como a de comorbidades estão 

associadas ao avanço da idade50,67. Além disso, o Brasil em particular é um país com alta 
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incidência de doenças cardiovasculares, pulmonares e renais crônicas, assim como de diabetes 

e obesidade67,68. Como a coorte deste estudo foi bastante específica e predominantemente 

representada por indivíduos com 50 anos ou mais, é possível que a faixa de idade restrita 

tenha influenciado o resultado destoante do observado na população geral. 

Ainda assim, outra característica 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 ativação excessiva e/ou exaustão são características em comum nas respostas 

imunes frente à infecção por SARS-CoV-2, independente dos indivíduos apresentarem tumores 

hematológicos ou tumores sólidos. Entre pacientes cujo desfecho da COVID-19 foi o óbito, 

observou-se que há um padrão de expressão 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 favorável (Figuras 12 e 13). O aumento da expressão de marcadores associados à 

exaustão em células teciduais e da circulação foi descrito tanto entre pacientes da população 

geral diagnosticados com COVID-19, quanto aqueles que apresentam COVID-19 e 

câncer53,54,34. Portanto, a ativação e possível exaustão de células imunes parece ser um 

fenômeno geral da COVID-19, independentemente de características específicas dos 

indivíduos. 

Interessantemente, também encontramos evidências que apontam a importância da 

regulação da resposta imune em ambas as coortes. Diferentes populações de células T 

regulatórias foram encontradas tanto entre pacientes com tumores hematológicos quanto 

naqueles com tumores sólidos. Curiosamente, em ambas as coortes observamos indícios de 

quebra dos eixos de regulação exatamente entre os pacientes que vieram a óbito, muito 

embora esse achado seja mais evidente entre pacientes com tumores sólidos (Figuras 17B e 

18). De toda forma, células de perfil regulatório são comuns em casos de infecção por SARS-

CoV-2, sendo muitas vezes associadas a desfechos mais favoráveis da COVID-19, visto que 

existe uma queda nas proporções de células T regulatórias em pacientes com formas críticas 

da doença69. Entretanto, é importante ressaltar que a presença dessas células pode variar com 

o tempo, afetando o desfecho da doença69. Além disso, células regulatórias podem apresentar 

subpopulações distintas com diferentes habilidades de modular a resposta imunológica, como 

visto neste trabalho e em casos de COVID-19 na população geral69,70. Nesse sentido, muito 

embora já tenha sido demonstrado que o uso de dexametasona é capaz de aumentar as 

frequências de células regulatórias em camundongos71, no presente estudo o uso da droga 

entre pacientes com COVID-19 grave não foi suficiente para impedir o desfecho óbito em 

pelo menos parte dos pacientes. Essa observação pode estar associada ao fato de que nem 
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sempre a maior expressão de FoxP3 em células regulatórias, oriunda do efeito da 

dexametasona, resulta em maior capacidade de regulação imune72.  

Quanto aos fatores imunes solúveis, tanto pacientes com tumores sólidos quanto os 

com tumores hematológicos que faleceram apresentaram altas concentrações de CXCL8 e IL-

6 (Figura 9). A citocina IL-6 é frequentemente associada à indução de febre, respostas 

inflamatórias e de fase inicial, além de representar um dos principais fatores associados à 

síndrome de liberação de citocinas observada na COVID-19 grave52,59. No mesmo sentido, a 

CXCL8 é uma quimiocina produzida por macrófagos alveolares, células epiteliais e células do 

epitélio das vias aéreas, capaz de induzir o recrutamento de neutrófilos e outros granulócitos. 

Além disso, induz a ativação e início de processos oxidativos em neutrófilos, está envolvida 

em na angiogênese e na permeabilidade endotelial73. A CXCL8 também está associada a 

diversas doenças inflamatórias, como asma, fibrose cística, doença obstrutiva inflamatória 

crônica, e na progressão de tumores como melanoma, colorretal, mama, pâncreas, ovário e 

próstata73, assim como na COVID-19 grave53. Nossos dados apontam que a CXCL8 pode ter 

papel destacado na progressão da COVID-19 entre pacientes oncológicos. De fato, alguns 

trabalhos descreveram que subpopulações de neutrófilos associadas a desfechos desfavoráveis 

na COVID-19 apresentam alta expressão de CXCL874–76.  

Por outro lado, o único ensaio clínico registrado (NCT04347226) investigando o 

manejo farmacológico da CXCL8 com anticorpos anti-CXCL8 no contexto da COVID-19 foi 

interrompido no ano de 202176,77. Apesar da ausência de informações em relação à razão para 

a interrupção do ensaio clínico, outros mecanismos como processos oxidativos e a liberação 

de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) também estão associados ao agravamento 

de condições pulmonares, como falha respiratória e síndrome respiratória aguda grave. NETs, 

além de serem encontradas em concentrações mais elevadas nos pacientes com COVID-19, 

ainda estão envolvidas, junto à ação de plaquetas ativadas, na formação de microtrombos 

pulmonares, característica frequentemente observada em necropsias de pacientes que tiveram 

COVID-1974–76. Portanto, embora o ensaio clínico tenha sido interrompido, mecanismos 

associados aos neutrófilos parecem ter forte influência na progressão da COVID-19. 

De forma semelhante, nossos modelos de predição indicaram a CXCL8 (além da IL-6) 

como fator de predição de óbito relacionado à COVID-19 entre pacientes com câncer. 

Curiosamente, apenas a IL-6 foi indicada como preditora de gravidade e morte em estudos 

com indivíduos da população geral acometidos pela COVID-1952,78. No entanto, as 

quimiocinas CXCL8 e CCL7 já foram indicadas como boas preditoras de risco de internação 

em UTI entre pacientes da população geral79. Levando-se em consideração as análises de 
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curvas ROC, tanto IL-6 quanto CXCL8 podem ser importantes preditores de morte, além de 

indicarem que a inflamação de fase inicial está envolvida na progressão da COVID-19 em 

pacientes oncológicos (Figura 19 e dados não apresentados). Nesse contexto, é importante 

lembrar que alguns indivíduos são resistentes à ideia de se vacinarem, enquanto outros – 

especialmente aqueles em condição de imunossupressão – podem apresentar restrições à 

vacinação, ou baixa taxa de soropositividade após receberem as primeiras doses da vacina 

contra o SARS-CoV-280. No caso de pacientes com câncer, não apenas a presença de tumores 

hematológicos e o uso de terapias anti-CD20, mas também transplantes de células-tronco 

hematopoiéticas e terapias com células CAR (Chimeric Antigen Receptor) podem tornar os 

indivíduos mais susceptíveis à COVID-19 grave, em parte devido à baixa produção de 

anticorpos decorrente dos regimes de condicionamento para alguns desses tratamentos47,49,80. 

Portanto, fatores que possam indicar, de forma precoce, o maior risco de complicações 

respiratórias em decorrência da COVID-19, continuam sendo relevantes no contexto clínico. 

Portanto, as duas características mais marcantes em comum entre pacientes 

oncológicos que faleceram em decorrência da COVID-19 são a concentração elevada de 

fatores imunes de fase aguda no plasma e diversas populações de linfócitos expressando 

marcadores associados à exaustão. Curiosamente, outro fator em comum entre os pacientes 

foi a ausência do aumento da concentração plasmática de citocinas como IL-12A e IFN-γ 

entre pacientes que apresentaram apenas a forma leve da COVID-19 (Figura 10). Apesar da 

pergunta principal não ter sido a avaliação das diferentes apresentações clínicas da COVID-19 

em pacientes com câncer, outros trabalhos com foco em parâmetros imunológicos também 

não apontaram diferenças nas concentrações dessas citocinas, mesmo quando pacientes foram 

comparados com indivíduos saudáveis53,54. É possível que as baixas concentrações de IL-12A 

e IFN-γ tenham relação com os próprios tumores, visto que respostas “TH1” são comumente 

associadas ao combate às células tumorais, e sua ausência, associada ao desenvolvimento do 

câncer3,13,81. No entanto, como os mecanismos das respostas do tipo I se apresentam em 

pacientes oncológicos com COVID-19 ainda é uma questão em aberto. 

Dando seguimento à interpretação dos dados, avaliamos as principais diferenças 

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

 

5.2 PERFIL DOS PACIENTES COM TUMORES HEMATOLÓGICOS E 
COVID-19 

 

Entre pacientes com tumores hematológicos, detectamos que tanto idade quanto 
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presença de linfopenia foram associadas ao desfecho óbito (Figura 8A e Tabela 2), de forma 

semelhante ao observado na população geral50,66,82. Além disso, pacientes com tumores 

hematológicos que faleceram apresentaram queda no hematócrito e na concentração de 

hemoglobina (Figura 8B). Em conjunto, esses resultados indicam a desregulação geral de 

células em circulação no sangue de pacientes que faleceram. 

Alterações no perfil imune também foram marcantes nesta coorte. Enquanto indivíduos 

com tumores hematológicos que faleceram em decorrência da COVID-19 apresentaram, além 

do amplo perfil de exaustão linfocitária, frequências elevadas de células NK e células T 

duplo-positivas expressando o marcador CRTH2, pacientes que apresentaram frequências 

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 é um achado intrigante, visto 

sua importância para o desfecho da COVID-19 entre pacientes com tumores sólidos que se 

recuperaram. Entre pacientes com tumores hematológicos, a associação entre células NK e 

óbito pode ser decorrente da escassez de outros linfócitos. Desse modo, não teríamos um 

aumento real nos números de células NK nesses pacientes, mas um aumento na frequência 

relativa devido à baixa frequência de outras células, como monócitos e linfócitos T (Figura 

8A). Curiosamente, outros trabalhos apontaram a queda na frequência de células NK entre 

pacientes com COVID-19 e câncer, embora a gravidade da COVID-19 não tenha sido 

avaliada27,53,83. Independentemente da alteração real nos números de células NK, seria 

importante elucidar se sua atividade estava enviesada para a promoção de inflamação ao invés 

de atividade citolítica, o que também poderia influenciar o desfecho da doença53. Apesar de 

termos encontrado concentrações elevadas de IL-15 no plasma de pacientes com tumores 

hematológicos que faleceram em decorrência da COVID-19 (Figura 10), infelizmente não 

conseguimos realizar uma caracterização detalhada do estado de ativação dessas células.  

Outro achado importante entre pacientes que faleceram foi a frequência elevada de 

células T duplo-positivas que expressam o marcador CRTH2. Células duplo-positivas 

representam uma população bastante específica, geralmente associada às fases iniciais de 

maturação de linfócitos T, e que parecem não terem sido descritas no contexto da COVID-

1984. Já o marcador CRTH2 (também referido como DP2) é um receptor de prostaglandinas 

que está associado às respostas do tipo II e que foi investigado no contexto da COVID-19. Por 

exemplo, em estudos com pacientes, o bloqueio farmacológico desse receptor ou de outros 

receptores associados à resposta TH2 foi capaz de melhorar os sintomas, indicando o potencial 

de células com o “perfil TH2” de influenciar o desenvolvimento da COVID-1985–88. 
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Já entre pacientes com tumores hematológicos 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 às células T invariantes de 

mucosa (MAIT), assim como a células com o perfil TH1789. Apesar de nossos painéis de 

citometria não permitirem uma caracterização aprofundada de nenhuma dessas 

subpopulações, dados da literatura apontam o aumento de células com perfil MAIT na 

circulação sanguínea de pacientes com COVID-19 leve, enquanto células com o perfil TH17 

são encontradas em frequência elevada no lavado broncoalveolar de pacientes com COVID-

19 grave, sugerindo que a localização das células pode estar relacionada ao desfecho da 

doença32,90–92. 

Pacientes com tumores hematológicos que tiveram COVID-19 leve também 

apresentaram frequências elevadas de células B expressando os marcadores CXCR5 e CCR6 

(Figura 13). Células B com esse perfil são capazes de produzir anticorpos e, possivelmente, 

tornarem-se células de memória93–95. Além disso, a expressão de CCR6 em células B já foi 

sugerida como importante para a migração de populações de memória para tecidos de 

mucosa96. Curiosamente, dados da literatura também apontam que a frequência de células B 

diminui entre pacientes oncológicos com COVID-19, muito embora a população 

CXCR5+CCR6+ não tenha sido avaliada40,53,54. No presente trabalho observamos uma clara 

associação entre a presença de células B CXCR5+CCR6+, a produção de anticorpos 

específicos contra proteínas do SARS-CoV-2, e o desfecho de COVID-19 leve93–95. Em 

oposição, pacientes com tumores hematológicos que faleceram apresentaram baixa presença 

de IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 no sangue (Figura 11B, C).  

Interessantemente, existe forte correlação entre a carga viral de SARS-CoV-2 

encontrada na saliva de pacientes e a produção de anticorpos contra o vírus, sendo que 

pacientes com baixa produção de imunoglobulinas apresentaram os piores desfechos da 

COVID-1997, o que vai ao encontro dos nossos achados. Além disso, embora a síntese de 

anticorpos anti-SARS-CoV-2 varie bastante ao longo de duas semanas após o início dos 

sintomas da COVID-1998, verificamos níveis de produção distintos entre pacientes com 

tumores hematológicos e com tumores sólidos que vieram a óbito, o que ajuda a reforçar a 

ideia de uma resposta humoral deficiente entre pacientes com tumores hematológicos (Figura 

11, dados não destacados). A produção 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 

resposta eficiente dependente de células T34,99; ii) o efeito de tratamentos antitumorais100; iii) 

no contexto específico do mieloma múltiplo, pela produção de imunoglobulinas inespecíficas 
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que interferem na ação efetiva de anticorpos específicos101. Ainda assim, vale ressaltar que 

nas análises não-supervisionadas não foram observadas associações claras entre o tratamento 

antitumoral e o desfecho da doença, e que, apesar de todos os pacientes com tumores 

hematológicos que vieram a óbito apresentarem baixa produção de anticorpos, alguns 

pacientes nessa mesma condição tiveram apenas COVID-19 leve (Figuras 15 e 16).  

Outro fator marcante associado ao desfecho da COVID-19 foi a síndrome de liberação 

de citocinas, amplamente referida como “tempestade de citocinas”56,102. No presente trabalho, 

encontramos concentrações elevadas de diversos fatores imunes no plasma de pacientes com 

tumores hematológicos que faleceram em decorrência da COVID-19. Apesar de não termos 

encontrado diferenças na produção de IL-4 e IL-12A – citocinas associadas à polarização de 

linfócitos T –, indivíduos com tumores hematológicos que faleceram apresentaram indícios de 

aumento na produção de IL-17A (Figura 9). A IL-17A é uma citocina envolvida em respostas 

antifúngicas e contra determinadas bactérias extracelulares, e sua produção é alta em 

pacientes infectados com SARS-CoV-2 e outros SARS103, indicando a presença de uma 

resposta inadequada à eliminação viral. Por outro lado, as citocinas IL-5 e IL-13 – associadas 

às respostas do tipo II – foram encontradas em altas concentrações no plasma de pacientes 

com tumores hematológicos que faleceram. Tanto IL-5 quanto IL-13 estão associadas à 

ativação de eosinófilos e à doenças de vias aéreas como a asma e a hiperresponsividade 

brônquica73,103. O papel dessas citocinas ainda não foi determinado durante o 

desenvolvimento da COVID-19, mas ambas estão associadas à gravidade da doença entre 

indivíduos da população geral52. Além disso, as concentrações desses fatores imunes solúveis 

parecem concordar com o achado de frequências mais elevadas de células duplo-positivas que 

expressam o marcador CRTH2, também associado às respostas TH2, entre pacientes com 

tumores hematológicos que faleceram em decorrência da COVID-19. 

Outras moléculas com concentrações elevadas no plasma de pacientes que faleceram 

foram CCL2, CCL3, CCL4, VEGFA e IL-1β (Figura 9). CCL2, CCL3 e CCL4 são 

quimiocinas importantes para o recrutamento de monócitos, células dendríticas e macrófagos, 

enquanto a IL-1β também está associada à indução de febre e inflamação104. Já o fator de 

crescimento VEGFA é importante para o desenvolvimento e reestruturação de vasos 

sanguíneos, mas também é um indutor de inflamação, especialmente ao atuar como 

quimioatrativo e vasodilatador em sinergia com o FGF2105. No contexto da COVID-19, o 

VEGFA ainda está associado à disseminação viral, hipóxia e dano tecidual35. Em conjunto, os 

dados apontam que, entre pacientes com tumores hematológicos e COVID-19, um dos 

possíveis fatores envolvendo o desfecho óbito seja a síndrome de liberação de citocinas. 
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Seguindo essa linha de raciocínio, tanto a produção excessiva de citocinas quanto a 

deficiência na produção de anticorpos foram avaliadas em nossas análises de múltiplas 

correlações. Os padrões mais claros observados foram a produção integrada de anticorpos 

entre pacientes que apresentaram a forma leve da COVID-19, e a associação entre a produção 

de anticorpos e a presença de uma gama de diferentes fatores imunes solúveis relacionados a 

tipos distintos de respostas imunes. Ambos os padrões foram destacados e publicados em 

nosso primeiro manuscrito (Apêndice 3): 

 

“Interessantemente, a análise das redes de interação de pacientes com 

tumores hematológicos que apresentaram apenas COVID-19 leve mostrou 

correlações 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 ação de uma 

resposta do tipo I, importante para o combate do SARS-CoV-235,106,31. Também se 

observou um possível eixo de regulação para respostas do tipo II e III baseado na 

ação da Proteína C Reativa. Apesar de ser conhecida como um fator “pró-

inflamatório”, a Proteína C Reativa também é capaz de induzir a produção de IL-

1RN e IL-10, a regulação da produção de IL-12A e IFN-γ, a inibição de cascatas 

específicas do Complemento, e a redução do influxo de neutrófilos para os pulmões 

em modelos murinos de alveolite induzida107. Uma vez que observamos vários casos 

de leucopenia entre pacientes com tumores hematológicos, é intrigante imaginar qual 

o papel da Proteína C Reativa durante as fases iniciais da infecção por SARS-CoV-2. 

Já entre pacientes com tumores hematológicos cujo desfecho da COVID-19 

foi o óbito, observou-se um eixo de quimiocinas envolvendo CCL2, CCL3, CXCL8 e 

IL-6, além de uma correlação negativa entre a contagem de monócitos e a produção 

de IL-1β. Isso pode indicar um mecanismo voltado para o recrutamento de células 

como forma de contrapor a leucopenia grave observada nesses pacientes. Também 

observamos correlações fortes envolvendo IL-2, TNFα e imunoglobulinas. Visto que 

a produção de anticorpos nesses pacientes foi baixa, é possível que a resposta imune 

tenha apresentado viés para a ação de células mieloides, o que poderia contribuir para 

os processos patológicos observados durante a COVID-1935,108. Ainda nesse sentido, 

já foi documentado que concentrações elevadas de TNFα e IL-6 se correlacionam 

negativamente com o número de células T em pacientes da população geral com 

COVID-1934, e que os números de células B e anticorpos anti-RBD e anti-Spike ficam 

reduzidos em pacientes onco-hematológicos com COVID-1953. Esses resultados 

indicam que a falta de uma resposta do tipo I eficiente e a produção exacerbada de 

citocinas provavelmente são os fatores imunológicos mais importantes para o 

desenvolvimento de COVID-19 grave e morte entre pacientes com tumores 

hematológicos.” – Pignataro-Oshiro et. al, 2023109. 
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Quando adicionamos a esses dados as análises de citometria de fluxo observamos, 

ainda, interações negativas entre a produção de anticorpos e a presença de células com 

marcadores associados à exaustão, tanto em pacientes do grupo COVID Leve, quanto aqueles 

do grupo COVID Grave + Óbito. Além disso, observamos um importante impacto de células 

de perfil regulatório entre pacientes que tiveram COVID-19 leve, visto as suas associações 

negativas com fatores imunes solúveis associados às respostas TH2 e TH17, assim como com 

células de perfil exausto (Figura 17B). Nesse mesmo sentido, é interessante observar que 

células regulatórias positivas para o marcador CD95 (também denominado de Ligante de 

FAS) não apenas estavam aumentadas em circulação nos pacientes com COVID-19 leve, 

como ainda apresentaram diversas correlações negativas com várias células PD-1+, incluindo 

células regulatórias encontradas em maior proporção entre pacientes que vieram a óbito 

(Apêndice 1). Por fim, ainda ficaram destacadas as correlações negativas entre células 

exaustas e diversos fatores imunes solúveis entre pacientes que faleceram em decorrência da 

COVID-19 (Figura 17B). Aqui vale lembrar que pacientes com tumores hematológicos que 

faleceram apresentaram queda expressiva em populações de linfócitos, reforçando que, 

mesmo em baixo número e com indícios de exaustão, essas células seriam importantes para 

desacelerar a ampla produção de fatores solúveis imunes observados no plasma desses 

pacientes (Figura 17B). 

Os modelos de predição, por sua vez, apontaram a baixa produção de anticorpos e a 

alta produção de fatores imunes solúveis como os principais determinantes de desfecho da 

COVID-19, ao invés da possível exaustão celular. Os fatores com maior capacidade de 

predição do óbito entre pacientes com tumores hematológicos e COVID-19 foram exatamente 

as concentrações elevadas de quimiocinas associadas com o recrutamento de células 

mieloides, fatores associados à indução de inflamação, citocinas associadas com respostas do 

tipo II, e baixa produção de IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 (Figura 19A). 

Sendo assim, um possível curso da COVID-19 entre pacientes com tumores 

hematológicos é descrito a seguir: Indivíduos com frequências 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 produção de anticorpos, em conjunto com outros 

mecanismos não avaliados, seriam capazes de controlar a dispersão viral e evitar a ativação 

exacerbada da resposta imune, resultando em uma forma mais leve da doença. Por outro lado, 

pacientes com baixas frequências de linfócitos – 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 linfócitos não só aumentaria a pressão em outras células do sistema 

imunológico (como células NK e neutrófilos), como afetaria negativamente o estabelecimento 

da resposta humoral dependente de células T, resultando na baixa produção de anticorpos. O 

número limitado de células T também poderia exacerbar o potencial de células que 

normalmente possuem frequências muito baixas, como aquelas que expressam o marcador 

CRTH2. Por fim, a ineficiência de mecanismos antivirais resultaria em maior dispersão viral, 

e consequentemente maior contato de diferentes tipos celulares com produtos virais, levando à 

produção de vários fatores imunes, especialmente aqueles voltados para o recrutamento de 

células imunes (como quimiocinas, IL-1β e VEGFA). Além disso, fatores como IL-5, IL-13, e 

IL-17A poderiam contribuir para a ativação alternativa das defesas pulmonares. Esses 

mecanismos, associados à exaustão dos poucos linfócitos disponíveis, resultariam na forma 

mais grave da COVID-19, onde observa-se tanto o efeito direto do vírus quanto da 

desregulação da resposta imune. Nesses pacientes, a escassez celular parece induzir o quadro 

de síndrome de liberação de citocinas, que, por sua vez, contribuiria fortemente para o 

desfecho óbito. 

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

tumores sólidos e COVID-19. 

 

5.3 PERFIL DOS PACIENTES COM TUMORES SÓLIDOS E COVID-19 
 

O primeiro fator de destaque entre pacientes com tumores sólidos e COVID-19 foi a 

ausência de associação entre idade e o desfecho clínico da infecção por SARS-CoV-2, muito 

embora idade e presença de múltiplas comorbidades sejam importantes fatores de risco entre 

pacientes com COVID-1950. Acreditamos que a ausência de associação entre esses fatores e o 

óbito seja decorrente do número limitado de pacientes nas coortes deste estudo. Sendo assim, 

sugerimos parcimônia na interpretação dos dados epidemiológicos, especialmente levando-se 

em consideração que estudos realizados no próprio A.C.Camargo Cancer Center apontaram a 

idade como um importante fator de risco47. 

Outro achado importante foi a ausência de diferença nas contagens de leucócitos e 

linfócitos, ambos marcadores de gravidade da COVID-19 para a população geral66,82. Apesar 

do achado, é importante destacar que mesmo pacientes com tumores sólidos sofrem redução 

de populações específicas de linfócitos T ao longo da COVID-1953, de forma semelhante ao 

que ocorre na população geral28. Sendo assim, é possível que a taxa de linfopenia entre 

pacientes com tumores sólidos não tenha sido tão elevada devido às coletas de sangue terem 
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sido realizadas ainda na fase inicial da doença, e não analisadas de forma longitudinal. 

Possivelmente, análises longitudinais trariam respostas mais concisas em relação à redução 

das frequências de linfócitos específicos ao longo do tempo, além de sua influência no 

desfecho da COVID-19. 

Ainda assim, avaliações aprofundadas acerca do perfil imune de pacientes com tumores 

sólidos revelou padrões extremamente interessantes. Por exemplo, detectamos a presença de 

células T naïve entre indivíduos 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 + 

Recuperação, a impressionante frequência elevada de células B, e células T expressando os 

marcadores CXCR5 e CCR6, entre pacientes cujo desfecho da COVID-19 foi o óbito (Figura 

14). 

De forma geral, aparentemente uma das características mais marcantes para o desfecho 

da COVID-19 entre pacientes com tumores sólidos é o grau de eficiência da regulação 

imunológica. Não apenas células T regulatórias foram observadas em maior frequência no 

sangue de pacientes que não faleceram (Figura 14B e C), mas a análise de múltiplas 

correlações apontou uma marcante ruptura nos eixos de regulação entre pacientes que vieram 

a óbito (Figura 18A). Na análise primária, onde foram considerados todos os fatores solúveis 

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

 

“Em relação à análise de redes de interações, observou-se que pacientes com 

tumores sólidos que apresentaram apenas COVID-19 leve tiveram associações entre 

IL-6, IL-17A, IFN-γ e CCL3, enquanto a IL-1RN teve um possível papel de 

regulação. A citocina IL-1RN é observada em pacientes da população geral com 

COVID-19 grave52, e seu papel pode ser a regulação da ação da IL-1β104, outra 

citocina associada à gravidade da doença. Interessantemente, não foram observadas 

associações entre IL-6, IL-12A ou IL-17A entre pacientes cujo desfecho da doença foi 

o óbito, enquanto a IL-4 correlacionou-se negativamente com a produção de IgM 

contra proteínas virais. Além disso, entre pacientes cujo desfecho da COVID-19 foi 

mais favorável, as correlações entre anticorpos foram muito mais intricadas. Ainda, 

entre pacientes que se recuperaram da COVID-19 grave, observaram-se correlações 

entre as citocinas IL-10, IL-17A, e TNFα, um eixo de regulação perdido nos pacientes 

que vieram a óbito. Também observamos correlações positivas fortes entre dímeros-

D, CXCL8, e contagem de monócitos em pacientes cujo desfecho da doença foi o 

óbito. Enquanto os dímeros-D estão associados com cascatas de coagulação e eventos 

trombóticos – características marcantes durante a COVID-1928 – o aumento do 

recrutamento de neutrófilos em pacientes com tumores sólidos infectados por SARS-

CoV-2 já foi documentado53. Já populações de monócitos e macrófagos também 
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foram apontadas como importantes determinantes de processos inflamatórios e de 

dano tecidual durante a COVID-1928,35–37. Além disso, observou-se um eixo de 

interações positivas e negativas baseado na IL-15 entre pacientes que faleceram. Esse 

fato vai ao encontro do observado nas dosagens de analitos solúveis, onde as 

concentrações de IL-15 estavam mais elevadas em pacientes com COVID-19 grave. 

Mais uma vez, destaca-se a importância de avaliar se entre esses pacientes ocorrem 

processos de exaustão de células NK ou linfócitos, como demonstrado em outros 

estudos53,97,106.” – Pignataro-Oshiro et al., 2023109. 

 

Quando incluímos os ensaios de citometria não observamos grandes diferenças nesses 

padrões. Verificamos que o desfecho óbito ou recuperação entre pacientes que apresentaram a 

forma grave da COVID-19 varia de acordo com as associações envolvendo células NK 

ativadas, células com perfil regulatório, e células exaustas, onde os eixos de regulação foram 

perdidos e as frequências de células T regulatórias estavam reduzidas exatamente nos 

pacientes que faleceram em decorrência da doença (Figura 18A). 

Além da regulação imunológica, as células NK parecem ter influenciado a progressão e 

desfecho da COVID-19 nessa coorte. Entre pacientes que se recuperaram da COVID-19 

grave, ficaram evidentes as características relacionadas à ativação e função citolítica de 

células NK. Além da presença de células produtoras de IFN-γ, Granzima B, e IL-10, amostras 

de plasma indicaram o aumento da concentração de IL-15 – uma importante citocina para a 

biologia das células NK110 (Figura 14). 

Já entre pacientes que vieram a óbito, observamos além do amplo padrão de exaustão 

linfocitária, a presença de células com perfis intrigantes. Entre elas, o aumento da frequência 

de células B foi algo surpreendente, especialmente porque não encontramos diferenças na 

produção de anticorpos anti-SARS-CoV-2 entre pacientes com tumores sólidos e diferentes 

apresentações clínicas da COVID-19. Além delas, ainda observamos células T expressando 

CXCR5 e CCR6, sendo o primeiro marcador associado às respostas humorais, e segundo 

associado às respostas TH17.  

Uma hipótese que poderia unificar os achados de células B, células T CXCR5+CCR6+, 

e produção inalterada de anticorpos anti-SARS-CoV-2 é a resposta humoral anômala. De fato, 

alguns trabalhos apontaram o aumento da expressão de células B aberrantes e respostas 

extrafoliculares entre pacientes com COVID-19 grave e/ou que vieram a óbito111,112. Por 

exemplo, embora o receptor CCR6 não tenha sido citado, o receptor CXCR5 já foi associado 

a diversas doenças autoimunes113,114, inclusive nos locais de inflamação, como no tecido 

sinovial de pacientes com artrite reumatóide115. Além disso, a presença de células T 
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CXCR5+CCR6+ circulantes já foi associada a doenças autoimunes relacionadas a 

anticorpos116, enquanto muitos trabalhos destacam o aumento da incidência de doenças 

autoimunes associadas à COVID-1965,117,118. Ainda, diversos trabalhos demonstraram a 

associação entre respostas autoimunes, COVID-19 grave, e óbito119–121. Nesse sentido, é 

importante ressaltar que a presença de anticorpos específicos contra o vírus também se 

associa com a produção de autoanticorpos, especialmente entre pacientes com COVID-19 

grave72. Portanto, é possível que a qualidade das respostas humorais tenha sido fortemente 

afetada nos pacientes que vieram a óbito, mesmo que a produção de anticorpos anti-SARS-

CoV-2 tenha sido essencialmente igual entre os pacientes com diferentes desfechos da 

doença. Entretanto, se células T CXCR5+CCR6+ estão diretamente relacionadas ao aumento 

da incidência de doenças autoimunes, e se possuem papel direto na exacerbação da COVID-

19 entre pacientes com tumores sólidos, é algo que precisaria ser investigado. 

Uma hipótese diferente, no entanto, é que as células T CXCR5+CCR6+ apresentem um 

perfil de respostas do tipo III, visto que o receptor CCR6 já foi detalhadamente descrito em 

células com perfil TH1764,122. Mesmo em células com perfil misto (regulatório/TH17), a 

presença do marcador CCR6 indica células com maior capacidade de promover inflamação 

associada à asma, resultando na produção de IL-4, IL-17A e CCL20123. A importância do 

CCR6 entre células produtoras de IL-17A também foi observada em modelos de acidente 

vascular cerebral124. Curiosamente, em ambos os trabalhos foram citadas a influência de 

citocinas como IL-6, CXCL8 e TNFα, além da ação de neutrófilos123,124, fatores importantes 

para o desfecho óbito durante a COVID-19 de acordo com os dados do presente trabalho.  

A importância do CCR6 no desfecho da COVID-19 fica ainda mais destacada quando 

consideramos a quimiocina CCL20, única capaz de se ligar a esse receptor. A CCL20 é 

produzida por neutrófilos, células endoteliais, células NK, células B, e células TH17, além de 

uma variedade de células mieloides, em tecidos como pulmões, linfonodos, e intestinos125. 

Muito embora não tenhamos avaliado a expressão de CCL20 neste trabalho, alguns estudos 

apontaram a expressão de CCL20 ao nível de RNA e/ou proteína entre pacientes com 

COVID-19 grave, incluindo em amostras derivadas dos pulmões90,35,126. Além das células T 

auxiliares foliculares (que expressam o receptor CXCR5) geralmente não expressam 

receptores de quimiocinas para tecidos não linfoides127, a quimiocina CXCL13, único ligante 

conhecido do receptor CXCR5, não foi observada nesses mesmos trabalhos. Portanto, é 

possível que células T CXCR5+CCR6+ estejam relacionadas à piora clínica por exacerbar as 

respostas de perfil TH17. Entretanto, apesar de encontramos células capazes de produzir IL-

17A in vitro, não vimos alterações nas concentrações plasmáticas da citocina entre pacientes 
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que vieram a óbito (Figuras 14A e 9C). 

Adicionando à complexidade do achado, vale ressaltar que uma população de linfócitos 

denominados “células T auxiliares periféricas” (em contraste às células T auxiliares 

foliculares) já foi descrita. Essas células apresentam baixa expressão de CXCR5 e alta 

produção de IL-21, estando fortemente associadas a processos autoimunes127. A IL-21, por 

sua vez, também foi identificada em amostras pulmonares de pacientes com COVID-1990,128, 

e sua produção foi associada a uma subpopulação de células TH1790. Sendo assim, há 

evidências de que ambos os mecanismos – sejam os associados à autoimunidade ou os 

associados à resposta do tipo III – tenham influenciado o desfecho da COVID-19 entre 

pacientes com tumores sólidos. 

Os mecanismos exatos que permeiam a resposta imune contra o SARS-CoV-2 em 

pacientes com tumores sólidos não foram completamente descritos durante nossas 

investigações, mas um possível curso da doença seria o seguinte: Alguns indivíduos 

conseguiriam controlar a dispersão viral em sua fase inicial, sendo ainda capazes de regular a 

resposta imune de forma eficiente. Assim, teríamos uma ativação de menor amplitude entre as 

células T, o que explicaria a frequência elevada de células T TCRγδ+ naïve em circulação. 

Ademais, a presença de células T regulatórias de memória central – talvez até em decorrência 

de exposições anteriores a outros coronavírus – contribuiria para a modulação da resposta 

imune. 

Outros indivíduos, por sua vez, teriam uma ampla ativação de células da imunidade 

inata, em especial células NK, mas também de linfócitos específicos capazes de produzir 

citocinas. A ativação de células NK seria induzida por e contribuiria para a produção elevada 

de IL-15 – observada em alta concentração no plasma desses pacientes –, mas seria controlada 

tanto pela presença de células capazes de produzir IL-10, quanto por células T regulatórias. 

Assim, apesar de um perfil de ativação imune mais amplo – possivelmente devido a uma 

maior dispersão viral – esses pacientes conseguiriam controlar a resposta imune e prevenir 

danos oriundos do vírus e de células imunes. 

Por outro lado, alguns indivíduos apresentariam níveis elevados de IL-6 e CXCL8 no 

plasma, indicando a possível ativação de células mieloides. Esse quadro de ativação se 

estenderia às células T, onde observa-se o aumento da expressão de marcadores associados à 

proliferação, ativação, e exaustão celular, além da capacidade de produção de citocinas 

associadas a diferentes respostas imunes. A ativação generalizada de células imunes, 

combinada com a ausência de mecanismos de regulação eficientes, levaria a um quadro de 

desregulação imune. Não se sabe até que ponto a desregulação afetaria as células B, mas é 
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possível que essas células estejam promovendo respostas autoimunes, assim como as células 

T CXCR5+CCR6+, que ainda poderiam exacerbar mecanismos relacionados às respostas do 

tipo III. Nesses pacientes, o impacto da desregulação das células imunes – e não a síndrome 

de liberação de citocinas – parece ser o componente mais importante para o desfecho óbito. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os dados deste trabalho apontam que pacientes com tumores hematológicos e com 

tumores sólidos respondem de forma distinta à infecção por SARS-CoV-2, sugerindo que os 

mecanismos que levam à progressão da doença e ao óbito também são diferentes (Figura 20).  

Figura 20 – Os desfechos morte e recuperação estão associados a diferentes perfis imunes entre pacientes 

oncológicos. Pacientes com tumores hematológicos apresentaram dois principais cursos da COVID-19: 

Indivíduos que apresentavam porcentagens mais elevadas de células T e células B ativadas, assim como maior 
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produção de anticorpos anti-SARS-CoV-2 e um perfil de fatores imunes solúveis equilibrado no momento do 

diagnóstico da COVID-19 tiveram apenas a forma leve da doença. Por outro lado, pacientes que, próximo ao dia 

do diagnóstico de infecção por SARS-CoV-2, apresentaram concentrações elevadas de fatores imunes solúveis no 

plasma, presença elevada de células T Duplo-Positivas CRTH2+, células NK, e um amplo perfil de exaustão 

linfocitária, tiveram a forma mais grave da COVID-19 e vieram a óbito em decorrência da doença (A). Pacientes 

com tumores sólidos poderiam ser caracterizados, de forma geral, entre aqueles que apresentaram boa 

capacidade de regulação das respostas imunes, nos quais o desfecho da COVID-19 foi a recuperação, e aqueles 

cuja desregulação imune levou a um quadro grave de exaustão celular, culminando no desfecho óbito. Nesses 

pacientes, enquanto a frequência de células regulatórias reduz, a expressão de fatores imunes de recrutamento 

celular (CXCL8 e IL-6) e células com perfil exausto aumenta de acordo com a gravidade da COVID-19. Ainda, 

são observadas evidências de respostas aberrantes de células B, que precisariam ser melhor investigadas (B). 

Fonte: Autoria própria. 

 

De forma generalizada, pacientes oncológicos demonstraram dois perfis imunes 

circulantes distintos dias após a confirmação da infecção por SARS-CoV-2, apesar de 

observarmos algumas semelhanças importantes. Enquanto o perfil de exaustão de linfócitos 

foi encontrado em ambos os grupos de pacientes oncológicos, especialmente aqueles cujo 

desfecho da COVID-19 foi o óbito, a atuação de outras variáveis, como citocinas, 

quimiocinas, fatores de crescimento, anticorpos, e populações celulares específicas, 

apresentaram papéis importantes de acordo com o tipo de câncer (sólido ou hematológico) e a 

gravidade da COVID-19. 

Por exemplo, fatores imunes circulantes de forma geral pareceram exercer influência 

muito maior entre pacientes com tumores hematológicos, onde tanto a alta produção de 

anticorpos, quanto a alta produção de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento foram 

importantes para a definição do desfecho da COVID-19. Esses mesmos fatores, por sua vez, 

não pareceram ter tanta influência no desfecho da COVID-19 entre pacientes com tumores 

sólidos, onde observamos apenas o possível impacto das citocinas IL-6, CXCL8 e IL-15. De 

forma semelhante, células B também pareceram exercer papéis diferentes, onde 

subpopulações específicas de células B ativadas e diferenciadas foram associadas à COVID-

19 leve entre pacientes com tumores hematológicos. Por outro lado, a presença de células B 

no geral e células T positivas para os marcadores CXCR5 e CCR6 foi associada ao desfecho 

óbito entre pacientes com tumores sólidos. No mesmo sentido, células NK apresentaram 

perfis distintos de atuação entre os dois grupos, onde subpopulações específicas foram 

observadas nos pacientes com tumores sólidos que se recuperaram da COVID-19 grave, 

enquanto a alta frequência de células NK no geral foi associada ao óbito entre pacientes com 

tumores hematológicos, possivelmente em decorrência da falta de outras populações de 
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linfócitos. Esses achados são importantes por destacar a COVID-19 como uma doença de 

grande complexidade, onde características específicas dos indivíduos contribuem fortemente 

para a apresentação clínica da doença. 

Ainda assim, é importante destacar algumas das limitações relativas ao projeto. 

Avaliamos a resposta imune de pacientes oncológicos num contexto muito específico da 

COVID-19, onde as variantes do SARS-CoV-2 eram diferentes das que estão em circulação 

hoje, e numa época onde vacinas contra o vírus ainda não estavam disponíveis. Além disso, 

trabalhamos com coortes relativamente pequenas, pouco heterogêneas em termos de fatores 

demográficos, e muito heterogêneas no que diz respeito ao tipo de câncer, características 

específicas de cada indivíduo, e tipo de tratamento empregado. Reconhecemos, porém, que 

essas condições também são observados em outros estudos acerca da resposta imune de 

pacientes oncológicos frente à infecção pelo SARS-CoV-2. Além disso, apesar de detectarmos 

analitos que indicam inflamação baseada em células mieloides durante as fases iniciais da 

COVID-19, não fomos capazes de investigar essas populações com os painéis de citometria 

disponíveis, visto a escassez de células nas amostras de grande parte dos pacientes. Ainda 

assim, análises de amostras das vias aéreas indicam aumento nas populações de macrófagos 

não-residentes e de neutrófilos em pacientes da população geral com COVID-19 crítica35–37, o 

que deveria ser analisado de forma mais profunda entre pacientes oncológicos. Nesse mesmo 

sentido, uma vez que a CXCL8 foi um importante fator preditivo para o desfecho da COVID-

19 entre pacientes oncológicos, é interessante avaliar se tal resultado seria encontrado em 

coortes de validação. 

Apesar dos desafios, fomos capazes de, até certo ponto, contornar dificuldades ao 

aplicar técnicas avançadas de caracterização de perfis imunes e estratégias robustas de análise 

de dados. A partir dessas avaliações encontramos padrões bastante destacados, e que são 

suportados pela literatura científica disponível. Assim, nosso estudo ajuda a agregar 

conhecimento acerca da resposta imune de pacientes oncológicos frente à infecções por 

coronavírus. Não apenas adicionamos evidências de que pacientes com tumores sólidos e 

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

pode exercer forte influência no desfecho da COVID-19 entre esses pacientes. 
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Apêndice 1 – Matrizes de Correlação – coorte de pacientes com tumores hematológicos 

Apêndice 1 – Matriz de Correlação de pacientes com tumores hematológicos e COVID-19 leve. Fatores 
com expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve e COVID Grave + Óbito (considerando p-valores 
iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir matrizes de correlação de Spearman, destacando as 
interações com p-valores inferiores a 0,05. 
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Apêndice 1 – Matriz de Correlação de pacientes com tumores hematológicos que faleceram em 
decorrência da COVID-19. Fatores com expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve e COVID 
Grave + Óbito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir matrizes de 
correlação de Spearman, destacando as interações com p-valores inferiores a 0,05. 
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Apêndice 2 – Matrizes de Correlação – Coorte de pacientes com tumores sólidos 

Apêndice 2 – Matriz de Correlação de pacientes com tumores sólidos e COVID-19 leve. Fatores com 
expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve, COVID Grave + Recuperação e COVID Grave + Óbito 
(considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir matrizes de correlação de 
Spearman, destacando as interações com p-valores inferiores a 0,05. 
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Apêndice 2 – Matriz de Correlação de pacientes com tumores sólidos que se recuperaram da COVID-19 
grave. Fatores com expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve, COVID Grave + Recuperação e 
COVID Grave + Óbito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir 
matrizes de correlação de Spearman, destacando as interações com p-valores inferiores a 0,05. 
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Apêndice 2 – Matriz de Correlação de pacientes com tumores sólidos que faleceram em decorrência da 
COVID-19. Fatores com expressão diferencial entre pacientes com COVID Leve, COVID Grave + Recuperação 
e COVID Grave + Óbito (considerando p-valores iguais ou inferiores a 0,05) foram utilizados para construir 
matrizes de correlação de Spearman, destacando as interações com p-valores inferiores a 0,05. 
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Apêndice 3 – Artigo Pulicado 
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