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MOTOORI-FERNANDES, C. Y. Estudo de associagao do polimorfismo PDCD1
com infecgdao por SARS-CoV-2 em pacientes oncoldgicos e nao oncolégicos.
2022. 71 f. Dissertagcédo (Mestrado em PatologiaExperimental) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

A COVID-19 (Doenga por Coronavirus 2019), doenga causada pelo novo coronavirus
SARS-CoV-2, continua a se espalhar mesmo apds 2 anos de sua descoberta. Estudos
demonstraram que pacientes com cancer correm um alto risco de desenvolver
COVID-19 grave, em especial aqueles em tratamento ativo contra o cancer ou com
doenga metastatica. A proteina de morte celular programada 1 (PD-1), expressa
principalmente por linfocitos T, faz parte de um importante ponto de checagem da
resposta imune, podendo contribuir para a tumorigénese quando associado ao seu
ligante PD-L1 ou PD-L2, expresso por células tumorais. Sabe-se que polimorfismos
genéticos podem causar alteragdes estruturais e quantitativas, influenciando na
resposta imunoldgica, além de poderem contribuir para variagdes individuais na
resposta imune a patdgenos e tecidos epiteliais com alta expressdo de receptores
para o SARS-CoV-2.Dentro desse contexto, o presente estudo tem como obijetivo
avaliar a associagao do polimorfismo PDCD1 em voluntarios confirmados ou nao para
COVID-19 (COVID* ou-) e oncoldgicos ou ndo (CANCER *ou-). Para isto, realizou-se
um estudo caso-controle, analisando o SNP PDCD1 rs41386349 por discriminagao
alélica utilizando-se sondas de hidrélise em ensaios validados para reagao em cadeia
da polimerase em tempo real (QPCR). No estudo de associagdo voluntarios
COVID*/CANCER* tiveram pior evolucao clinica do que pacientes CANCER" (Tau-b =
0,228; p = 0,001). Na analise de correlacédo entre a presenga de cancer e 0 numero
de dias decorridos entre o diagndstico e a alta hospitalar em pacientes
COVID*/CANCER* e em pacientes COVID*/CANCER", encontramos uma correlagéo
positiva, onde pacientes COVID*/CANCER* demoraram mais para receber alta (Tau-
b =0,122; p = 0,030) e foram a 6bito mais cedo em comparagdo aos pacientes néo
oncoldgicos (Tau-b =-0,157; p = 0,028). Quando estratificamos as amostras por sexo,
a piora da infecgdo por SARS-CoV-2, incluindo pacientes COVID*/CANCER* e
CANCER;, foi positivamente correlacionada com o sexo masculino (Tau-b = 0,173; p
= 0,005). No entanto, nenhuma associagao foi encontrada avaliando o polimorfismo
no gene PDCD1 considerando a infeccdo por SARS-CoV-2. Embora mais estudos
sejam necessarios, podemos sugerir que pacientes COVID*/CANCER* tém um pior
curso clinico e desfecho de morte do que pacientes COVID/CANCER®, e o sistema
imunoldgico masculino também pode explicar os riscos divergentes relacionados a
infeccdo por SARS-CoV-2.

Palavras-chave: PD-1; polimorfismos; COVID-19; pacientes oncolégicos.



MOTOORI-FERNANDES, C. Y. Association study of PDCD1 polymorphism with
SARS-CoV-2 infection in oncological and non-oncological patients. 2022. 71 p.
Dissertation (Master’s in Experimental Pathology) - State University of Londrina,
Londrina, 2022.

ABSTRACT

COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), a disease caused by the novel coronavirus
SARS-CoV-2, continues to spread even after 2 years of its discovery. Studies have
shown that cancer patients are at a high risk of developing severe COVID-19,
especially those on active cancer treatment or with metastatic disease, and the COVID-
19 pandemic has disrupted their optimal management. Programmed cell death protein
1 (PD-1), expressed mainly by T lymphocytes, is part of an important checkpoint of the
immune response, and may contribute to tumorigenesis when associated with its
ligand PD-L1 or PD-L2, expressed by tumor cells. It is known that genetic
polymorphisms can cause structural and quantitative changes, influencing the immune
response, in addition to contributing to individual variations in the immune response to
pathogens and epithelial tissues with high expression of receptors for SARS-CoV-2.
The present study aims to evaluate the association of the PDCD1 polymorphism in
volunteers confirmed or not for COVID-19 (COVID+ or -) and oncological or not
(CANCER + or -). For this, a case-control study was carried out, analyzing the SNP
PDCD1 rs41386349 by allelic discrimination using hydrolysis probes in validated
assays for real-time polymerase chain reaction (QPCR). In the association study,
COVID+/CANCER+ volunteers had worse clinical outcomes than CANCER- patients
(Tau-b = 0.228; p = 0.001). In the correlation analysis between the presence of cancer
and the number of days elapsed between diagnosis and hospital discharge in
COVID+/CANCER+ patients and in COVID+/CANCER- patients, we found a positive
correlation, where COVID+/CANCER+ patients took longer to be discharged. (Tau-b =
0.122; p = 0.030) and died earlier compared to non-cancer patients (Tau-b =-0.157; p
= 0.028). When we stratified samples by sex, worsening SARS-CoV-2 infection,
including COVID+/CANCER+ and CANCER- patients, was positively correlated with
male sex (Tau-b = 0.173; p = 0.005). However, no association was found evaluating
the polymorphism in the PDCD1 gene considering SARS-CoV-2 infection. Although
more studies are needed, we can suggest that COVID+/CANCER+ patients have a
worse clinical course and death outcome than COVID-/CANCER+ patients, and the
male immune system may also explain the divergent risks related to SARS-CoV-2
infection.

Key words: PD-1; polymorphisms; COVID19; cancer patients.
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1 INTRODUGAO

Ja foi descrito pela literatura que individuos com COVID-19 e cancer
apresentam maior probabilidade de doenga grave e mortalidade. Dado o risco de
doenga grave, relatorios que caracterizam a apresentagdo e os resultados da
COVID-19 em pacientes com cancer s&o de extrema urgéncia para orientar a tomada
de decisdo. Essa necessidade € especialmente relevante para pacientes que estao
recebendo imunoterapia. Nesse contexto, ja foi evidenciado que o bloqueio da
proteina de morte programada 1 (PD-1) melhorou a sobrevida em pacientes com
varios tipos de cancer incuraveis, mas ha incerteza sobre o impacto potencial de
imunoterapia no ambito da COVID-19 (LUO et al., 2020).

A primeira manifestagcdo do surto de doenga respiratoria foi
identificada pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) da China, e
ocorreu em trabalhadores de um mercado de alimentos de Wuhan, capital da provincia
de Hubei, em dezembro de 2019. Posteriormente, identificou-se como causador da
doenga um novo coronavirus, denominado SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2020). Desde
entdo, a COVID-19 tornou-se uma pandemia global afetando >200 paises e territérios.
Em virtude da subita pandemia do coronavirus e o aumento exponencial de pacientes,
a COVID-19, apresentou desfechos sociais, econdmicos e de saude muito deletérios
aos seres humanos (NISHIGA et al., 2020).

SARS-CoV-2 pertence ao género Betacoronavirus, assim como as
duas outras viroses os outros coronavirus pandémicos causador da primeira sindrome
respiratéria aguda SARS-CoV-1 e do Oriente Médio (MERS-CoV). A infeccdo nao
controlada por SARS-CoV-2, pode desencadear, além dos sintomas respiratérios uma
tempestade de citocinas como o TNF-a, IL-B e IL-6, levando o dano de multiplos
orgaos, como pneumonia e faléncia respiratéria devido a danos alveolares (CHEN et
al., 2020; NISHIGA et al., 2020; TAY et al., 2020).

Na COVID-19, o espectro clinico da doenga € muito amplo, variando
de sintomas leves gripais a insuficiéncia respiratéria com risco de vida (RABI et al.,
2020). Além disso, estudos demonstraram que individuos mais velhos e com
comorbidades e doengas crbénicas nao transmissiveis (DCNT), como diabetes,
hipertensao, cancer, entre outras estdo associados com 0s casos mais severos da
COVID-19 (HUANG et al., 2020; ZHANG et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

O cancer por si so ja é a principal causa de morte e um dos principais
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problemas de saude publica, constituindo uma barreira para o aumento da expectativa
de vida em todos os paises do mundo (SUNG et al., 2021). De acordo com as
estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para o ano de 2019, o cancer
ja é a primeira ou segunda causa de morte antes dos 70 anos em 112 dos 183 paises
e ocupa o terceiro ou quarto lugar em mais 23 paises. No Brasil, o numero de novos
casos foi de 522.212, com aproximadamente 260.000 mortes por cancer. Embora o
numero de casos de infecgbes nesses pacientes seja pequeno, os pacientes com
cancer em tratamento oncoldgico parecem ter maior risco de infecgdo grave por
SARS-CoV-2.

E conhecido que ap6s o periodo de incubagdo, o0 SARS-CoV-2 causa
sintomas ndo graves e induz uma resposta imune benéfica e nesse periodo,
estratégias para aumentar a resposta imune podem ser aplicadas. Em suma, para o
desenvolvimento de uma resposta imune protetora nos estagios de incubacéo e fase
em agravamento, o hospedeiro deve estar fisiologicamente competente e apresentar
um perfil genético apropriado que seja capaz de induzir imunidade antiviral especifica
(XU et al., 2020). Nesta primeira fase, se o virus ndo é eliminado, o paciente entra no
estagio grave, caracterizada por resposta inflamatdria intensa e prejudicial,
principalmente nos pulmdes (SHI et al., 2020).

Além disso, as diferengas genéticas contribuem para variagdes
individuais na resposta imune a patdgenos e tecidos epiteliais com alta expressao de
receptores para o SARS-CoV-2, podendo levar a extensos danos aos tecidos (XU et
al.,, 2020; SHI et al., 2020). Portanto, € recomendado que todos os pacientes
oncolégicos em tratamento tenham cuidado redobrado para nao adquirir a infecgcéo
por SARS-CoV-2, evitando contato com pessoas com sintomas e que tenham viajado
para areas com a epidemia. E a principal orientacdo é para que os pacientes nao

interrompam seu tratamento oncoldgico (UEDA et al., 2020).
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 SARS-CoV-2

O coronavirus causador da sindrome respiratéria aguda grave 2
(SARS-CoV-2) pertence a familia Coronaviridae e provoca uma doencga respiratoria,
chamada de COVID-19. Os virus da subfamilia Coronavirus possuem RNA de fita
simples de sentido positivo, variam de 60 a 140 nm de didmetro com projegdes tipo
espiculas na sua superficie, dando a aparéncia de uma coroa quando observados em
microscopia eletronica (RICHMAN et al., 2016).

Dois eventos semelhantes, nas duas décadas passadas em que
ocorreu contaminacdo cruzada entre coronavirus de animais ndo humanos e
humanos, resultando em doenga severa. A primeira ocorreu em 2002/2003, um
Betacoronavirus com origens em morcegos na provincia de Guangdong na China.
Esse virus foi denominado de coronavirus da sindrome aguda respiratoria severa
(SARS) o qual afetou mais de 8 mil pessoas causando mais de 900 mortes (taxa de
mortalidade de 11%). Praticamente uma década depois, em 2012, um outro virus,
também com origem em morcegos, causou a sindrome respiratéria do Oriente Médio
(MERS-CoV), surgiu na Arabia Saudita afetando quase 2500 pessoas, com uma taxa
de mortalidade de 34% (RABI et al., 2020). Da mesma forma, que o SARS-CoV e
MERS-CoV, o SARS-CoV-2 utiliza a ECA2 (enzima conversora de angiotensina 2)
como um receptor de entrada nas células-alvo (ZHOU et al., 2020; HOFFMANN et al.,
2020).

Clinicamente, as respostas imunes induzidas pela infeccao por SARS-
CoV-2 sao bifasicas. Durante o estagio de incubagcdo o qual ndo apresenta
severidade, é necessaria uma resposta imune adaptativa especifica para eliminar o
virus e impedir a progressdo da doenca para estagios mais graves. Portanto,
estratégias para aumentar a resposta imune nesta fase sao certamente importantes.
Para o desenvolvimento de uma resposta imune protetora nos estagios de incubagao
e fase em agravamento, o hospedeiro deve estar fisiologicamente competente e
apresentar um perfil genético apropriado que seja capaz de induzir imunidade antiviral
especifica (XU et al., 2020).

E conhecido que as diferencas genéticas contribuem para variagdes

individuais na resposta imune a patégenos e tecidos epiteliais com alta expressao de



14

ECA2, podendo levar a extensos danos aos tecidos; como resultado, causa
inflamacao severa e, subsequentemente, danifica os tecidos-alvo; incluindo rins e
pulmdes (XU et al., 2020; SHI et al., 2020). No entanto, quando uma resposta imune
protetora é prejudicada ou ineficiente, o virus pode se propagar e consequentemente
promover uma destruicao potencializada dos tecidos afetados. As células danificadas
induzem inflamagao nos pulmdes, que € amplamente mediada por células com perfis
pré-inflamatérios. A inflamagdo pulmonar € a principal causa de disturbios
respiratérios com risco de vida no estagio grave (XU et al., 2020).

Portanto, é razoavel supor que a fisiologia imune saudavel pode nao
ser vantajosa para pacientes que avangaram para o estagio com danos pulmonares
mais graves (SHI et al., 2020), sendo necessario esforgos para suprimir a inflamacgao
e controlar os sintomas.

Indicando que uma reagao imune com propdésito de eliminar o virus
SARS-CoV-2 pode apresentar dificuldade de induzir resposta imune com memdria,
apos a alta hospitalar, alguns pacientes permanecem/retornam positivos para o virus
e outros apresentam recaida. E, pelo menos em alguns pacientes, as vacinas poderéao
nao funcionar efetivamente. Esses cenarios devem ser considerados ao determinar
as estratégias de desenvolvimento de vacinas. Além disso, existem muitos tipos ou
subtipos de coronavirus (SHI et al., 2020).

A sindrome de liberacdo de citocinas parece afetar pacientes em
condigbes graves da doencga. A linfocitopenia, por exemplo, € frequentemente
observada em pacientes graves com COVID-19 e a liberagao de citocinas deve ser
mediada por varios tipos celulares. E comum uma alta contagem de leucdcitos, em
associagao com linfocitopenia, como critério diagnéstico diferencial para o COVID-19
(SHI et al., 2020).

Algumas moléculas do sistema imunoldgico sao candidatos a
influenciar no progndstico do COVID-19. As células T, por exemplo necessitam ser
ativadas por citocinas para exercer seus efeitos anti-inflamatérios, que podem estar
ausentes em pacientes severamente afetados, pois as células T ndo sdo bem ativadas
pela infeccao por SARS-CoV-2 (WANG, G. et al., 2018).

2.1.1 Caracterizacao Clinica da COVID-19

Visando diminuir e cessar a velocidade de transmissao, fornecer

atendimento otimizado para a grande maioria dos pacientes e reduzir o impacto do
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carater pandémico nos sistemas de saude, servigos sociais e atividade econdmica, a
OMS desenvolveu e descreveu as principais medidas a serem tomadas nos
respectivos cenarios de transmissao.

A prevencdo e o controle de infeccbes sdo uma parte critica e
integrante do manejo clinico dos pacientes, para tal a OMS estima que a maioria das
pessoas com COVID-19 desenvolve apenas a manifestacdo leve da doenca ou
moderada, e aproximadamente 15% desenvolvem doenga grave dependente de
suporte de oxigénio, enquanto a minoria (5%) tém doenga critica com complicagdes
como insuficiéncia respiratéria, sindrome do desconforto respiratério agudo (ARDS),
sepse e choque séptico, tromboembolismo e/ou insuficiéncia de multiplos 6rgaos,
incluindo lesdo renal aguda e lesdo cardiaca (Novel Coronavirus Pneumonia
Emergency Response Epidemiology Team, 2020). Além disso, idade avangada,
tabagismo (ALQAHTANI et al., 2020; Geneva: World Health Organization, 2020) e
doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT), como diabetes, hipertensao, doenca
cardiaca, doencga pulmonar crbénica e cancer, foram relatadas como fatores de risco
para doenga grave e morte, e analises multivariadas confirmaram que a idade
avancada, a avaliagdo de faléncia de 6rgaos sequencial mais elevada (SOFA) e
escore e dimero-D> 1 ug / L na admisséo, ja foram associados a maior mortalidade
(HUANG et al., 2020; ZHOU et al., 2020) (Tabela 1).

Embora os sinais e sintomas de apresentacao da infeccao por SARS-
CoV-2 variem, a maior parte das pessoas manifesta febre (83-99%), tosse (59-82%),
fadiga (44-70%), anorexia (40-84%), falta de ar (31-40%), mialgias (11-35 %). Outros
sintomas inespecificos, como dor de garganta, congestdo nasal, dor de cabega,
diarreia, nauseas e vomitos, também foram relatados (HUANG et al., 2020; CHEN et
al., 2020; WANG et al., 2020; GUAN et al., 2020). A perda do olfato, conhecida como
anosmia ou do paladar (ageusia) precedendo o inicio dos sintomas respiratorios
também foi relatada (SPINATO et al., 2020; GIACOMELLI et al., 2020; TONG et al.,
2020). Segundo ARONS e colaboradores (2020) idosos e pacientes
imunossuprimidos podem manifestar sintomas menos tipicos, tais como fadiga,
reducédo do estado de alerta, mobilidade comprometida, diarreia, perda de apetite,
delirio e auséncia de febre.
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Quadro 1 — Estratificacdo da Gravidade da doenga COVID-19.

Doenca Leve Pacientes sintomaticos que se enquadrem a definicdo de

caso para COVID-19, sem evidéncia de pneumonia viral ou
hipdxia.

Doenca Moderada | Pneumonia

Sinais clinicos de pneumonia (febre, tosse, dispneia, respiragao
rapida), mas sem sinais de pneumonia grave, em adolescentes e
adultos e em criangas sinais clinicos de pneumonia nao grave
(tosse ou dificuldade em respirar + respiragao rapida e / ou tiragem
toracica) e sem sinais de pneumonia grave.

Doenc¢a Grave Pneumonia Grave

Adolescente ou adulto apresentam sinais clinicos de pneumonia
(febre, tosse, dispneia, respiracdo rapida) com acréscimos de
frequéncia respiratoria> 30 respiracdes / min; dificuldade respiratéria
grave; ou SpO2 < 90% no ar ambiente.

Criangcas manifestam sinais clinicos de pneumonia (tosse ou
dificuldade em respirar) e cianose central ou SpO2 < 90%; dificuldade
respiratoria grave; incapacidade de amamentar ou beber, letargia,
inconsciéncia ou convulsdes ou respiragao rapida.

SpO0.: Saturacao periférica de oxigénio.
Fonte: Adaptado de World Health Organization, Clinical management of COVID-19, Interim
guidance (2020).

2.1.2 Implicagbdes da COVID-19 Para Pacientes Com Cancer

O préprio cancer ao exercer um estado imunossupressor crénico, que
pode ser exacerbado por terapias citotoxicas, leva a um risco maior de contrair
infeccdo, se comparado a populacdao geral (PENN et al., 1973; ADDEO,
FRIENDLAENDER 2020). Como consequéncia, espera-se que pacientes com cancer
tenham maior risco, tanto de infecgao quanto de complicagdes, durante a infecgéo por
SARS-CoV-2. Addeo e Friendlaender (2020) observaram, diante desse cenario, que
uma infeccdo pode resultar em implicagdes progndsticas diretas ou indiretas, com
complicagbes graves ou mortais e atrasos no tratamento do cancer ou
hospitalizagdes, que podem prejudicar a eficacia da terapia e levar a morbidade
relacionada ao cancer ou mesmo a morte, respectivamente.

Recentemente varios trabalhos evidenciam o provavel impacto da
pandemia por COVID-19 em pacientes com cancer. Ruan e colaboradores mostraram
que, dentre os pacientes que morreram de COVID-19, 63% tinham uma doenca de

base, em sua maioria cancer, enquanto 41% dos pacientes que receberam alta ndo
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(RUAN et al., 2020). Corroborando com achados do aumento da mortalidade devido
ao COVID-19 em pacientes com cancer, um estudo prospectivo e observacional
multicéntrico com 105 pacientes com cancer e 536 controles livres de neoplasias,
ambos os grupos positivos para COVID-19 e pareados por idade, relatou que
pacientes com cancer tiveram maiores taxas de morte, admissdao na UTI,
desenvolvendo pelo menos um sintoma grave ou critico e necessidade de ventilagao
mecanica (DAl et al., 2020).

Duas experiéncias de Nova York foram publicadas, na primeira,
Metha e colaboradores (2020) relataram mortalidade por COVID-19 em pacientes com
cancer no Centro Médico Montefiore. Um total de 218 pacientes positivos para a
infeccdo e com malignidade foi identificado de 18 de margo a 8 de abril de 2020. Nesta
coorte, 61 (28%) dos pacientes com cancer morreram de  COVID-19 com uma taxa
de letalidade de 37% para neoplasias hematoldgicas e 25% para neoplasias soélidas.
Na segunda série, no Memorial Sloan Kettering Cancer Center, relataram a
epidemiologia da doenga COVID-19 vivenciada em seu centro, com uma analise dos
fatores de risco para infecgdo grave em populagdes de pacientes com cancer.
Aproximadamente 40% dos pacientes com cancer diagnosticado com COVID-19
foram internados, 20% desenvolveram doencga respiratoria grave e 9% foram a 6bito
(ROBILOTTI, et al., 2020). Em ambos a mortalidade também foi associada a idade
avancada e a presenga de multiplas comorbidades, além disso ter tido inibidores do
ponto de controle imunoldgico (ICIs) nos ultimos 3 meses ou manter o tratamento
quimioterapico foram fatores preditivos associados a hospitalizagdo e doenca grave.

Em contrapartida, no Gustave Roussy Cener Campus relatou dados
sobre 137 pacientes com COVID-19 e cancer, sendo os canceres hematolégicos e de
mama. Quase 60% tinham doenca avancada ativa, enquanto 40% estavam em
remissao ou sendo tratados com terapia potencialmente curativa. Em toda a coorte,
25% tiveram piora do COVID-19 apés a admissao, 11% foram internados na UTI e
15% morreram. Pacientes afetados por cancer hematoldgico eram mais propensos a
ter resultados piores, além disso, o tratamento com quimioterapia nos ultimos trés
meses, mas sem terapia direcionada ou imunoterapia, dobrou a probabilidade de
agravamento da doenga (FABRICE et al., 2020).

Ou seja, pacientes com cancer correm um alto risco de desenvolver
COVID-19 grave, em especial aqueles em tratamento ativo contra o cancer ou com

doenga metastatica (CHUN et al, 2021). Desse modo, a European Society of Medical
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Oncology, a American Society of Clinical Oncologye a National Comprehensive
Cancer Network recomendaram todas as vacinas COVID-19 para pacientes com
cancer com alta prioridade, a menos que tenham contraindicagdes a vacinagado. No
entanto, as evidéncias sobre a imunogenicidade da vacina e a durabilidade da
protecédo vacinal ainda sao insuficientes em pacientes com cancer, especialmente
naqueles imunocomprometidos ou em tratamento especifico contra o cancer (CHUN
et al, 2021).

Dados limitados estdo disponiveis sobre a taxa e aceitacdo das
vacinas COVI-19 em pacientes oncoldgicos, uma vez que geralmente mesmo as taxas
de vacinagao contra influenza entre pacientes com cancer sdo baixas devido a
preocupacgdes sobre a interagdo entre a vacina e a doenga maligna, bem como os
potenciais efeitos colaterais (CHUN et al, 2021; VINOGRAD et al, 2014; POEPPL et
al, 2015). Chun e colaboradores (2021) relataram que a taxa de aceitagdo dos
pacientes coreanos com cancer em relagao a vacinagédo COVID-19 foi de 61,8%.

Essa hesitagéo vacinal pode dificultar a disseminagao rapida e ampla
da vacinagdao contra o COVID-19, no qual os profissionais da saude devem
desempenhar um papel importante no auxilio aos pacientes com cancer na tomada

de decisao sobre vacinas COVID-19.
2.2 Proteina de Morte Celular Programada 1 (PD-1)

A proteina de morte programada-1 (PD-1), referida também como
CD279, integra a grande familia CD28/B7 de moléculas coestimulatérias (KEIR et al.,
2008), e elas por sua vez sao responsaveis por fornecer os sinais criticos para
estimular a ativacao e inibigcdo de células T e outras células do sistema imunolégico
(MCADAM; SCHWEITZER; SHARPE, 1998). O PD-1 é expresso em células T CD4*
e CD8* ativadas, células NK, linfécitos B, mondcitos ativados, algumas células
dendriticas (CDs) e em células T tumor-especificas (KEIR et al., 2008; AHMADZADEH
et al., 2009). Além da fungcdo de regular o sistema imunolégico, promove a
auto-tolerancia através da supressao da atividade de células T durante o processo
inflamatoério exacerbado, prevenindo a ocorréncia de doengas autoimunes
(LATCHMAN et al., 2001). Entretanto, sua atividade inibitéria impede que células T
citotoxicas atuem induzindo a morte celular em células tumorais (SYN et al. 2017)
além disso, ja foi levantada a hipétese de um papel protetor do bloqueio anti-PD-1 na

primeira fase de uma infecgao viral (ZHENG et al., 2010).



19

PD-1 é 15% semelhante a sequéncia de aminoacidos de CD28, 20%
semelhante a proteina 4 associada ao linfocito T (CTLA-4) e 13% semelhante ao co-
estimulador de células T induzido (CARRENO; COLLINS, 2020), é uma proteina
transmembranar de 55 kDa e 288 aminoacidos, codificado pelo gene PDCD1 (NEEL
et al., 2003). Possui dois ligantes, PDL-1 e PDL-2, membros da familia B7 (FREEMAN
et al., 2000), o PDL-1 (também referido como CD279 e B7-H1) é geralmente expresso
por macréfagos, algumas células T ativadas e células B, células dendriticas (CDs) a
e algumas células epiteliais, particularmente em condigdes inflamatoérias (SHARPE et
al., 2007). Além disso, 0 PD-L1 esta associado a um ambiente imunoldgico rico em
células T CD8, producéo de citocinas Th1 e fatores quimicos, bem como interferons e
caracteristicas especificas de expressao de genes (Jl et al., 2015).

Em pacientes com COVID-19, a populacao de células T CD8 + passa
por alteracbes de carater qualitativo e quantitativo. A linfopenia afeta
preferencialmente as células T CD8* (MATHEW al., 2020; MAZZONI et al., 2020), e
baixos numeros de células T CD8* sdo encontrados nos estados graves da doenca
(CHEN et al., 2020; MAZZONI et al., 2020), as células T CD8" provenientes do fluido
do lavado broncoalveolar de pacientes graves e criticos também exibiram uma falta
de clones dominantes em comparagcao com pacientes com COVID-19 leve (LIAO et
al., 2020). Além disso, uma série de estudos relatou um fendtipo exaurido de células
T CD8* na doenga grave, com aumento da expressao de receptores inibitorios,
particularmente PD-1 (DE BIASI et al., 2020; DIAO et al., 2020; SONG et al., 2020;
ZHENG et al., 2010). No entanto, nao esta claro se as células T PD-1* CD8" estao
realmente esgotadas ou ativadas em pacientes com COVID-19 (RHA et al., 2020).

Entretanto, alguns estudos relatam respostas de células T CD8*
reativas a SARS-CoV-2 em individuos com COVID-19 (GRIFONI et al., 2020; LE
BERT et al., 2020; WEISKOPF et al., 2020). No entanto, esses ensaios tém limitagdes
inerentes para a caracterizagao adequada de células T CD8" especificas para SARS-
CoV-2, no qual ndo podem detectar células T CD8" especificas de virus que nao estéao
funcionando, e fendtipos de células T CD8* podem mudar durante estimulagao invitro.
Nas evidéncias com ICls, foi observado que o bloqueio funcional de PD-1 e CTLA-4
pode reverter o fenétipo T CD8* exaurido, melhorando a imunidade especifica do
antigeno e os efeitos antivirais contra 0 SARS-CoV2 (ZHENG et al., 2020).
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2.2.1 Alteracdes do Gene PDCD1

O gene PDCD1 (codificante para a proteina PD-1) é constituido
de 5 éxons codificantes e 4 introns (Figura 1), sendo localizado no brago longo do
cromossomo 2, no locus 37.3. Mais de 30 polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
do gene PDCD1 ja foram identificados em diversas regides do gene, dentre eles: PD-
1.5 (rs2227981), PD-1.9 (rs2227982), PD-1 rs7421861, PD-1.3 (rs11568821) e PD-1
rs41386349 (PROKUNINA et al., 2002; LEE et al., 2006). O polimorfismo PD-1 C>T
(rs41386349) encontra-se no intron 4 do gene PDCD1, em uma regiao acentuadora
do gene, na posicao 7209, (PROKUNINA et al., 2002), ou seja, pode ser referido entéao
por 7209 C>T.

q37.3

Intron 4 ;\

‘7209 C>T (rs41386349)

Figura 1 - Estrutura esquematica do gene PDCD1 e localizagéo do polimorfismo
genético 7209 C>T (rs41386349) no intron 4. Adaptado de BioRender.com, 2021

O polimorfismo PD-1 7209 C> T esta préximo aos sitios de ligagao
NF-kB e RUNX1. Sugere-se que a mudanga de C para T afete a afinidade de ligagao
desses fatores de transcricdo, levando a uma alteragdo na expressdo de PD-1
(PROKUNINA et al., 2002; TSENG et al., 2019).

Em suas implicagdes, Wang e colaboradores (2006) mostraram
que a ocorréncia do alelo C correlaciona-se a diminuicdo da expressado de PD-1.
Entretanto, Mostowska et al. e Zheng et al. observaram que o alelo T era predominante
em pacientes acometidos com Lupus Eritematoso Sistémico (SLE) e infecgdes virais,
respectivamente, levando a hipotese de que o alelo T ocasiona menor atividade
transcricional do PD-1 em células T humanas (MOSTOWSKA et al., 2008. ZHENG et

al., 2010). Tal divergéncia observada na ocorréncia de diferentes alelos pode estar
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relacionada a variagdes populacionais, podendo apresentar ou nao relagdo com
doengas autoimunes (PROKUNINA et al., 2002; FERREIROS-VIDAL et al., 2004) e
diversos tipos de cancer (SALMANINEJAD et al., 2017).

Como ja ressaltado, foi relatado que estudos iniciais em individuos
com COVID-19 e cancer apresentam maior probabilidade de doenca grave e
mortalidade. Dado o risco de doenga grave, estudos que caracterizem a apresentagao
e os resultados do COVID-19 em pacientes com cancer sdo de extrema urgéncia para
orientar a tomada de decisdo. Essa necessidade é especialmente relevante para
pacientes que estdo recebendo imunoterapia. Vale ressaltar, que o bloqueio da morte
programada 1 (PD-1) melhorou a sobrevida em pacientes com varios tipos de cancer
incuraveis, mas ha incerteza sobre o impacto potencial de imunoterapia no ambito da
COVID-19 (LUO et al., 2020). Dessa forma, pesquisas que visam elucidar as possiveis
variagbes genéticas relacionadas ao agravamento da COVID-19 em pacientes
oncolégicos podem inferir e contribuir para um progndstico especifico de uma dada

populagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar o polimorfismo genético do receptor de morte
programada 1 (PD-1) e a patogénese e prognostico da infecgédo pelo SARS-CoV-2 em

pacientes com e sem cancer.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo PDCD1 7209
C>T (rs41386349) a partir de amostras de DNA de pacientes estratificados de
acordo com a presenca de cancer (CANCER* ou CANCER') de diferentes
subtipos e a presenca de infeccédo pelo SARS-CoV-2 (COVID* ou COVID").

¢ Realizar um estudo de associacgao do tipo caso-controle entre o polimorfismo
PDCD1 7209 C>T (rs41386349) em um grupo controle e em pacientes
COVID+/ CANCER®.

e Avaliar a correlagdo do polimorfismo PDCD1 7209 C>T (rs41386349)

comparametros prognosticos de pacientes com COVID+/ CANCER®.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DE AMOSTRAS

O presente estudo foi submetido e todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica Institucional Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina (n=203), CAAE n° 36247920.1.0000.5231 (Anexo
A) e pelo Comité de Etica de Curitiba, Hospital Erasto Gaertner, Liga Paranaense de
Combate ao Cancer (n=260) CAAE n° 31592620.4.1001.0098 (Anexo B).

O convite as pacientes para participarem deste projeto de
pesquisa ocorreu durante o atendimento clinico nos servigos especializados. As
amostras do grupo estratificado em pacientes positivos para COVID-19, classificado
como leve, foram provenientes da Unidade Basica de Saude de Londrina e do Hospital
Universitario de Londrina, e as coletadas amostras positivas para a infecgao nas
formas moderadas e graves oncoldgicas e ndo oncologicas, provenientes do Hospital
Erasto Gaertner (Curitiba - Brasil), assim como o grupo de pacientes negativos para a
infeccao por SARS-CoV-2 diagnosticados com e sem neoplasias. Todas as coletas de
amostras e condutas experimentais foram realizadas de acordo com as diretrizes e
regulamentagdes brasileiras. Os procedimentos foram explicados a todos os
participantes e o consentimento por escrito foi obtido antes da coleta do material.

Sangue periférico (5 mL) coletado com anticoagulante EDTA foi
obtido de 289 amostras positivas para COVID-19, cujo critério de inclusao foi o exame
de PCR em Tempo Real, (RT-PCR) para o SARS-CoV-2. Dentre as amostras positivas
para a infecgdo 72 sédo portadoras de neoplasias e 217 doadoras sem historia de
neoplasia atual ou anterior, ambos os grupos estratificados segundo o estado da
infeccao por SARS-CoV-2. Das 289 amostras positivas para COVID-19 dentro do
grupo oncoldgico, 52 sdo de neoplasias de tumores sélidos ou ndo hematoldgicos, 18
diagnosticadas com neoplasias hematoldgicas, em estados moderados e graves da
infeccdo por SARS-CoV-2 e 2 de carater oncologico desconhecido, mas em estado
leve da infecg¢ao; no grupo nao oncoldgico composto de 217 doadores foi estratificado
em 187 em estado leve de COVID-19, 12 moderado, 14 em grave e 4 em estado
desconhecido para a infecgao.

As amostras de sangue periférico do grupo negativo para a

infeccdo por SARS-CoV-2, sdo provenientes de 32 pacientes sem historico de
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neoplasias e 128 de pacientes portadores de tumores de diferentes subtipos, no qual
39 sao neoplasias hematoldgicas e 89 ndo hematolégicas. Como critério de incluséo
foram selecionados doadores negativos para o exame de RT-PCR para o SARS-CoV-
2. Vale ressaltar que os doadores estavam em carater de isolamento pandémico.

O critério para a classificagdo dos pacientes envolvidos no
presente estudo seguiu a sistematizagdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
que estabeleceu, para o ano de 2020, o manejo de COVID-19 leve, moderado e grave
e o estudo estabelecido por Williamsom e colaboradores (2020), no qual as neoplasias
hematoldgicas foram consideradas separadamente de outros canceres a fim de se
refletir acerca da sua imunossupressao. Apos a adogao e validagao destes fatores,
estes foram classificados em pacientes que variam de formas leve, moderada e grave
para a infecgdo por SARSCoV-2 e estratificados em doadores sem historia de
neoplasias ou pacientes com cancer (ndao hematolégico ou de malignidade
hematolégica) (WILLIAMSON et al., 2020).

4.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido de sangue periférico utilizando o kit comercial
Biopur Mini Spin kit (Biometrix Diagndstica® Curitiba, Parana, Brazil) segundo as
especificagcdes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria
em um aparelho NanoDrop 2000c® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).
A absorbancia no comprimento de onda de 260 nm foi utilizada para determinar a
concentracao de acidos nucleicos e a razao entre as absorbancias a 260 e 280 nm foi

utilizada para determinar o grau de pureza das amostras.
4.3 GENOTIPAGEM POR QPCR

A analise do polimorfismo genético foi realizada por meio da
reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) utilizando sondas fluorescentes
TagMan (VIC® ou FAM™) para o gene PDCD1 7209 C>T, rs41386349 no intron 4.

Aproximadamente 1,1ng/uL de DNA diluidos foram amplificados
com primers, sintetizados de acordo com as sequéncias depositadas no GenBank, e
sondas fluorescentes especificos para determinagdo do polimorfismo proposto
(Applied Biosystems, Life Technologies, USA). As reagdes de amplificagcdo foram

realizadas com 2X TagMan® Genotyping Master Mix (armazenado a 4°-8°C),
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contendo dNTP, Mg?*, buffer, Taq DNA polimerase, ROX; 40X TagMan® Genotyping
Assay (armazenado a -20°C), composta pelos primers forward e reverse, e as sondas
de hidrélise altamente especificas (MGB) e agua ultrapura para PCR. Os niveis de
fluorescéncia dos produtos de PCR foram avaliados em tempo real pelo termociclador

Step One (Applied Biosystems).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises de associagcao para o estudo caso—controle foram
feitas pelo céalculo da Odds Ratio (OR). Para os polimorfismos individuais foram
testados os modelos genotipicos (heterozigotos ou homozigotos variantes contra
homozigotos selvagens), dominante (heterozigotos e homozigotos variantes contra
homozigotos selvagens) e recessivo (homozigotos variantes contra homozigotos
selvagens e heterozigotos). As analises de associagdo com parametros clinicos foram
realizadas pelo teste de Qui—quadrado testando—se os modelos de associagao contra
os parametros clinicos categorizados. O calculo do coeficiente de correlagdo Tau-b de
Kendall foi realizado em seguida para tracar a tendéncia de possiveis correlagoes
entre as variaveis genéticas e clinicas. Todos os testes estatisticos foram realizados
nos softwares GraphPad Prism versao 8.0.0 (San Diego, California, USA) e no SPSS
Statistics versao 17.0 (SPSS inc., Chicago, lllinois, USA). Todos os testes adotaram

nivel de significancia de p<0,05.
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5 PRODUGAO BIBLIOGRAFICA

Male gender is a predictor of worse prognostic in cancer and SARS-COV2

infected patients independent of PDC1 gene polymorphism

Abstract

COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), a disease caused by the novel coronavirus
SARS-CoV-2, continues to spread even after 2 years of its discovery. Studies have
shown that cancer patients are at a high risk of developing severe COVID-19,
especially those on active cancer treatment or with metastatic disease, and the COVID-
19 pandemic has disrupted their optimal management. Programmed cell death protein
1 (PD-1), expressed mainly by T lymphocytes, is part of an important checkpoint of the
immune response, and may contribute to tumorigenesis when associated with its
ligand PD-L1 or PD-L2, expressed by tumor cells. It is known that genetic
polymorphisms can cause structural and quantitative changes, influencing the immune
response, in addition to contributing to individual variations in the immune response to
pathogens and epithelial tissues with high expression of receptors for SARS-CoV-2.
The present study aims to evaluate the association of the PDCD1 polymorphism in
volunteers confirmed or not for COVID-19 (COVID+ or -) and oncological or not
(CANCER + or -). For this, a case-control study was carried out, analyzing the SNP
PDCD1 rs41386349 by allelic discrimination using hydrolysis probes in validated
assays for real-time polymerase chain reaction (QPCR). In the association study,
COVID+/CANCER+ volunteers had worse clinical outcomes than CANCER- patients
(Tau-b =0.228; p = 0.001). In the correlation analysis between the presence of cancer
and the number of days elapsed between diagnosis and hospital discharge in
COVID+/CANCER+ patients and in COVID+/CANCER- patients, we found a positive
correlation, where COVID+/CANCER+ patients took longer to be discharged. (Tau-b =
0.122; p = 0.030) and died earlier compared to non-cancer patients (Tau-b =-0.157; p
= 0.028). When we stratified samples by sex, worsening SARS-CoV-2 infection,
including COVID+/CANCER+ and CANCER- patients, was positively correlated with
male sex (Tau-b = 0.173; p = 0.005). However, no association was found evaluating
the polymorphism in the PDCD1 gene considering SARS-CoV-2 infection. Although

more studies are needed, we can suggest that COVID+/CANCER+ patients have a
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worse clinical course and death outcome than COVID-/CANCER+ patients, and the

male immune system may also explain the divergent risks related to SARS-CoV-2
infection.

Key-words: PD-1; polymorphisms; COVID19; cancer patients.
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Introduction

COVID-19 is a severe acute respiratory syndrome, caused by this
new variant of the coronavirus, a member of Betacoronavirus genus like the two other
viruses that also caused pandemic diseases, the severe acute respiratory syndrome
coronavirus (SARS-CoV) and the Middle East Respiratory Syndrome coronavirus
(MERS-CoV).

The COVID-19 clinical spectrum is very wide, ranging from mild flu
symptoms to life-threatening respiratory failure (RABI et al., 2020). Infection prevention
and control are a critical and integral part of the clinical management of patients, for
which the WHO (2020) estimates that most people with COVID-19 develop only mild
(40%) or moderate disease manifestations, about 40%, approximately 15% develop
severe disease dependent on oxygen support, while a minority (5%) have critical
illness with complications such as respiratory failure, acute respiratory distress
syndrome (ARDS), sepsis and septic shock, thromboembolism and/ or multiple organ
failure, including acute kidney injury and cardiac injury (Novel Coronavirus Pneumonia
Emergency Response Epidemiology Team, 2020). In addition, studies have shown
that older individuals and those with comorbidities and chronic non-communicable
diseases (NCDs), such as diabetes, hypertension, cancer, among others, are
associated with the most severe cases of COVID-19 (HUANG et al., 2020; ZHANG et
al., 2020; ZHOU et al., 2020).

The oncology community is under increasing pressure to protect
cancer patients and ensure their safety by maintaining treatments. Thus, the
importance of studying this infection in specific populations and sub-populations is
highlighted, with the aim of verifying its relationships with different diseases, allowing
inferences and contributing to a specific prognosis for a given population. So
characterizing the presentation and results of COVID-19 in cancer patients are
extremely urgent to guide decision-making.

Furthermore, genetic differences contribute to individual variations
in the immune response to pathogens and epithelial tissues with high receptor
expression for SARS-CoV-2, which can lead to extensive tissue damage (XU et al.,
2020; SHI et al., 2020). Therefore, it is recommended that all cancer patients
undergoing treatment take extra care not to acquire the SARS-CoV-2 infection,

avoiding contact with people with symptoms and who have traveled to areas with the
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epidemic (UEDA et al., 2020).

Recently, the PD-1 gene, also called PDCD1, has been designing
worldwide attention to 2018 Nobel laureate Honjo, who described, along with others
colleagues, for the first time in 1992 the PD-1 molecule (ISHIDA et al., 1992). Since
Therefore, many researches have been developed to elucidate the functions of this
molecule and in relation to the occurrence of diseases such as cancer (GANDINI et
al., 2016; SYN et al., 2017). It has been shown in several studies that polymorphisms
in PDCD1 influence on protein expression and function, thus interfering with immunity
host response (PROKUNINA et al., 2002; LEE et al., 2006).

The role of PD-1 in cancer has been investigated in recent years
since its discovery, and lately it has been considered one of the main targets of
immunotherapy, in which an anti-PD-1 antibody blocks its recognition site for its ligand,
preventing cell inacivation, allowing its antitumor response to develop (WEBER, 2010;
SYN et al., 2017).

It has already been described in the literature that individuals with
COVID-19 and cancer are more likely to have severe illness and mortality. Given the
risk of serious illness, reports characterizing the presentation and outcomes of COVID-
19 in cancer patients are of utmost urgency to guide decision making. This need is
especially relevant for patients who are receiving immunotherapy. In this context, it has
already been shown that blocking programmed death 1 (PD-1) has improved survival
in patients with several incurable cancers, but there is uncertainty about the potential
impact of immunotherapy in the context of COVID-19 (LUO et al., 2020).
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Materials and Methods

Samples selection and characterization

This study was approved by the Institutional Ethics Committee
Involving Humans of the State University of Londrina, CAAE No.
36247920.1.0000.5231 and by the Curitiba Ethics Committee, Erasto Gaertner
Hospital, Parana League for the Fight against Cancer CAAE No.
31592620.4.1001.0098. All sample collections and experimental conducts were
carried out in accordance with Brazilian guidelines and regulations. The procedures
were explained to all participants, and the written consent was obtained prior to the
material collection.

In this study, 289 COVID-19 positive peripheral blood samples
were collected, whose patients were evaluated for SARS-CoV-2 infection by Real Time
PCR (RT-PCR) by Corman et al protocol, together with patients’ symptoms data
collection.

Figure 1 represents characterization of 289 positive samples for
COVID-19, which among the 72 oncological patients, 52 present solid or non-
hematological neoplasms, 18 diagnosed with hematological neoplasms, in moderate
and severe states of infection by SARS-CoV-2 and 2 of unknown oncological
character, but in a mild state of infection; in the non-cancer group, 217 donors with no
history of current or previous cancer, stratified into 187 in mild COVID-19 status, 12 in
moderate, 14 in severe and 4 in an unknown status for infection.

Figure 2 represent characterization of 160 samples negative for
COVID-19, which 32 are represented by patients without a history of neoplasms and
128 from patients with tumors of different subtypes, divided into 39 hematological and

89 non-hematological neoplasms.



Figure 1- Characterization of positive samples for COVID-19 disease (COVID+).
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Figure 2— Characterization of samples negative for COVID-19 disease (COVID-).
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The criteria for the classification of patients involved in this study
followed the systematization of World Health Organization (WHO), which established,
for the year 2020, the management of mild, moderate and severe COVID-19 and the
study established by Williamsom and collaborators (2020), in which hematologic
neoplasms were considered separately from other cancers in order to reflect on their
immunosuppression. After the adoption and validation of these factors, they were
classified into patients ranging from mild, moderate and severe to SARSCoV-2
infection and stratified into donors with no history of neoplasms or patients with cancer

(non-hematological or hematological malignancy) (WILLIAMSON et al., 2020).
Peripheral blood and DNA obtaining

Peripheral blood (4-5mL) was collected with EDTA
(ethylenediamine tetraacetic acid), and DNA samples were obtained using the Biopur
Mini Spin kit (Biometrix Diagnéstica® Curitiba, Parana, Brazil) following instructions,
quantified by spectrophotometry in a device NanoDrop 2000c® Spectrophotometer
(ThermoScientific, Wilmington, Delaware, USA) at 260/280nm wavelengths to assess
the degree of purity and stored at suitable temperatures for later use in molecular

analysis.

PDCD1 genotyping

The genetic polymorphism analysis was performed by quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) using TagMan fluorescent probes (VIC™ or
FAM™) for the PDCD1 gene 7209 C>T, rs41386349 in intron 4.

The amplification reactions were performed with 2X TagMan®
Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, USA) (stored at 4°-
8°C), containing dNTP, Mg2*, buffer, Tag DNA polymerase, ROX; 40X TagMan®
Genotyping Assay (Applied Biosystems) (stored at -20°C), comprised of forward and
reverse primers, and highly specific hydrolysis (MGB) probes, ultrapure water for PCR,
and approximately 1.1ng/uL of DNA; The fluorescence levels of the PCR products

were evaluated in real time by the Step One thermocycler (Applied Biosystems).
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Statistical analysis

Association analyses, for the case—control study, were performed
by calculating the Odds Ratio (OR). For the individual polymorphisms, the following
genetic models were tested, genotypic (variant heterozygotes against wild
homozygotes), dominant (variant heterozygotes and homozygotes against wild
homozygotes) and recessive (variant homozygotes against wild homozygotes and
heterozygotes). Association analyses with clinical parameters were performed using
the Chi-square test, testing the association models against categorized clinical
parameters. The Kendall's Tau-b correlation coefficient was then performed to trace
the trend of possible correlations between genetic and clinical variables. All statistical
tests were performed using GraphPad Prism software version 8.0.0 (San Diego,
California, USA) and SPSS Statistics version 17.0 (SPSS inc., Chicago, lllinois, USA),

adopting a significance level of p<0.05.
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Results

Impact of SARS-CoV-2 infection and presence of neoplasms on clinical outcome

First, it was verified whether there was a correlation between
SARS-CoV-2 infection and clinical evolution in cancer patients (n=72) and patients
without the infection (n=128). It was found that cancer patients affected by infection
have worse clinical evolution, with a possible outcome of death, than non-infected
patients (Tau-b = 0.228; p=0.001).

In the correlation analysis between the presence of cancer and the
number of days elapsed between diagnosis and hospital discharge in COVID-19
(COVID™") cancer patients (CANCER*) was 11 days (Md= 11) and in COVID* non-
cancer (CANCER") patients was 9 days (Md= 9), we found a positive correlation, where
COVID+ cancer patients took longer to be discharged (Tau-b = 0.122; p=0.031). From
now on, these samples will be referred to as COVID*/COVID-and CANCER*/CANCER-
to facilitate description and understanding.

In accordance with this result, patients COVID*/CANCER* also
died earlier compared to CANCER- patients (Tau-b = -0.157; p=0.028) (Table 1).

In the stratification based on groups of hematological (n=57) and
non-hematological (n=141) neoplasms with SARS-CoV-2 infection, although we found
a trend of correlation between hematological cancer and COVID™* poor prognosis, there
was no statistically significant difference (Tau-b = 0.473; p=0.050). There was no
correlation between COVID*/CANCER™* patients (n=198) had prognosis (Tau-b = -
0.093; p=0.213).
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Table 1. Correlation analyses between SARS-CoV-2 infection in cancer patients.

Oncological

Clinical outcomes

COVID-positive COVID-negative

Hospital discharge 33 (47,8%) 88 (71,5%)
(N/%)
Death (N/%) 36 (52,2%) 35 (28,5)
p=0,001*; 1 =0,228
Hospitalization days 8,9 (7,9) 10,4 (6,9)
(mean/sd)
p=0,031%; 1 =0,122
Survival days 12,1 (2,5) 13,4 (16,0)
(mean/sd)

p=0,028; 1 =-0,157

SD: Standart Deviation. Data were expressed as absolute number (N) and percentage (%). *The
significance level adopted was p<0,05 and bold values are highlighted (SPSS Inc., Chicago, lllinois,

USA).

PDCD1 genetic polymorphism and susceptibility to SARS-CoV-2 infection in

oncological and non-oncological patients

The next step of the work was to carry out a case-control study,

evaluating the polymorphism in the PDCD1 gene considering SARS-CoV-2 infection.

No association was found; even including cancer and non-cancer patients (Table 2).

Table 2. Case-control association study between the PDCD1 7209 C>T genetic
polymorphism and SARS-CoV-2 infection between groups of COVID+ / COVID- non-
oncological patients and COVID+ / COVID- patients regardless of the malignant

neoplasms presence.

n=217
(%) n=32 (%)
Genotype COVID*/ COVID- OR Cl 95% p value*
CANCER ICANCER-
177
cc (61.6) 24 (75.0) - - -
7209 CT 37 (17.0) 8 (25.0) 0.627 0.259 — 1.445 0.326
c>T CT+TT 40 (18.4) 8 (25.0) 0.678 0.284 —1.551 0.470
n=289 _ °
Genotype (%) negsll()@) OR Cl1 95% p value*
covib*
cC 232 124 (77.5) - - -
7209 (80.3)
OosT TT 4 (1.4) 1(0.6) 2.138 0.349 -26.350  0.662
CT 53 (18.3) 35 (21.9) 0.809 0.507 —1.290 0.387
CT+TT 57 (19.7) 36 (22.5) 0.846 0.524 — 1.371 0.543

OR: Odds Ratio; Cl: confidence interval.
*calculated by the qui squared test or the Fisher exact test when appropriated
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It was also verified that PDCD1 polymorphism is not correlated
with infection. Therefore, even in oncological patients the PDCD1 polymorphism
neither was correlated with SARS-CoV-2 virus infection (Tau-b = -0.028; p=0.553).

Analysis of association between PDCD1 genetic polymorphism with COVID-19
and cancer by gender

When stratifying the group of patients by gender, there was no
association of allelic variants with infection (Tau-b = 0.064; p= 0.497 and Tau-b = -
0.005; p=0.955). Even not considering cancer patients, performing the correlation only
between the COVID*/CANCER" group, there was also no significant association
between PDCD1 polymorphism with infection, in males (Tau-b = 0.608; p= 0.608) nor
in females (Tau-b = 0.110; p=0.341).

The association of PDCD1 polymorphism in relation to COVID-19
severity was evaluated, stratifying patients into mild, moderate and severe. There was

no statistically significant difference between the evaluated groups (Table 3).

Table 3. Case-control association study between the 7209 C>T genetic polymorphism
and the worsening of SARS-CoV-2 infection among groups of COVID+ Severe and
Moderate / COVID+ Mild non-oncologic patients and COVID+ Severe and Moderate /

COVID+ Mild patients regardless of presence of malignant neoplasms.

n= 26 (%) n= 187 (%)
covib* covib* o .
Genotype Moderate/Severe Mild non OR Cl95% p value
non oncological oncological
CcC 20 (76.9) 153 (81.8) - - --
1.48 0.558 —
7209 CT 6 (23.1) 31 (16.6) 1 3978 0.417
CT+TT 6 (23.1) 34 (18.2) 1'35 035;;37‘ 0.592
n=78 (%) n= 189 (%)
CoOVID* CoOVID* o N
Genotype Moderate/Severe Mild OR Cl95% p value
oncological oncological
CC 62 (79.5) 155 (82.0) - -- -
1.21 0.618 —
7209 CT 15 (19.2) 31 (16.4) 0 2 405 0.595
CT+TT 16 (20.5) 34(180) o7 OD0T 0610

OR: Odds Ratio; Cl: confidence interval.
*calculated by the qui squared test or the Fisher exact test when appropriated
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Aggravation of SARS-COV-2 infection in oncological and non-oncological

patients regarding PDCD1 polymorphism

In accordance with previous result, the correlation analysis of the
PDCD1 polymorphism with the severity of SARS-CoV-2 infection, including oncologic
and COVID*/CANCER patients (n=289), the allelic variants of the polymorphism were
not correlated with the severity of the infection (Tau-b = 0.015; p=0.646), even
excluding cancer patients and keeping the non-oncological group COVID+ (n=217),

we also did not obtain a significant p value (Tau-b = 0.075; p=0.319).

Aggravation of SARS-COV-2 infection in oncological and non-oncological

patients considering gender

Although no significant in the chi-square test, the number of
critically male patients was higher, when we stratified the samples by gender, the
SARS-CoV-2 infection worsening, including CANCER* and COVID*/CANCER- patients
(n=248), was positively correlated with male gender (Tau-b = 0.173; p=0.005). It was
also observed that the infection worsening was positively correlated with male gender,

even excluding cancer patients (Tau-b = 0.187; p=0.010).
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Discussion

This study demonstrated that cancer patients affected by infection
have worse clinical evolution, with a possible outcome of death, than non-infected
patients. In this context, several studies have highlighted the impact of COVID-19
pandemic on cancer patients. Ruan et al. (2020) showed that, among patients who
died from COVID-19, 63% had an underlying disease, mostly cancer, while 41% of
patients who were discharged did not (RUAN et al., 2020). Corroborating findings of
increased mortality due to COVID-19 in cancer patients, in a prospective, observational
multicenter study of 105 cancer patients and 536 cancer-free controls, both COVID-19
positive and age-matched groups, reported that cancer patients had higher death
rates, admission to intensive care units (ICU), developing at least one severe or critical
symptom and need for mechanical ventilation (DAI et al., 2020).

It was found that cancer patients affected by SARS-CoV-2
infection had significant worse clinical evolution than non-infected patients. It has been
verified that in COVID-19, clinical parameters can range from mild flu symptoms to life-
threatening respiratory failure. Incubation has a mean period of 5-6 days, while the
period between the onset of infection and hospitalization has been reported to be 7
days, and respiratory deterioration 8 and admission into the ICU 10 days (Wang et al.,
2019; Yang et al., 2020). Cancer and non-cancerous patients appear to have similar
infection rates, but overall, it is assumed that cancer patients are at increased risk of
severe COVID-19 and death due to COVID-19 (Liang et al., 2020; He et al., 2020).

Results from Rithrich et al., (2021) remark cancer patients as a
group at higher risk due to advanced age and pre- existing conditions. Also, it has been
reported that recent cytotoxic therapy may be associated with increased risk of
mortality (Grivas et al., 2021).

Lee et al., (2021) reported that patients with hematological
malignancies presented an increased susceptibility to viral infections. In this context, it
has been demonstrated that patients with COVID-19 shown a differential prognosis
depending on the subtype of cancer, where breast cancers have a better prognosis
and hematologic cancers have a low survival rate. Whereas hormone therapy has been
associated with reduced risk of mortality and low survival hematologic cancers
(Sharafeldin et al., 2021). However, in our stratified samples for hematologic cancer,

we did not find any association with the adopted parameters. In this context, a study
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with a larger sample size is necessary to assess this association.

Pestana et al. (2020) performed a retrospective study of medical
records from 24 patients diagnosed with solid cancer and hematological malignancies
with respiratory symptoms at Einstein Family Dayan-Daycoval Oncology and
Hematology Center (Sdo Paulo, Brazil) in March 2020. Only 3 cases of COVID-19
occurred in patients with hematologic malignancies, none of which was under active
treatment. In this context, it has been argued that studies are needed to assess SARS-
CoV-2 infection in patients with solid and hematological malignancies presenting
respiratory symptoms, as this can unequivocally evolve within the current scenario of
the pandemic.

In the present study, there was no association between PDCD1
genetic polymorphism and susceptibility to SARS-CoV-2 infection in cancer and non-
cancer patients.

In patients with COVID-19, the CD8+ T cell population undergoes
qualitative and quantitative changes. Lymphopenia preferentially affects CD8+ T cells
(MATHEW al., 2020; MAZZONI et al., 2020), and low numbers of CD8+ T cells are
found in severe disease states (CHEN et al., 2020; MAZZONI et al., 2020), CD8+ T
cells from bronchoalveolar lavage fluid from critically ill patients also exhibited a lack
of dominant clones compared to patients with mild COVID-19 (LIAO et al., 2020). In
addition, a few studies have reported a depleted CD8+ T cell phenotype in severe
disease, with increased expression of inhibitory receptors, particularly PD-1 (DE BIASI
et al., 2020; DIAO et al., 2020; SONG et al., 2020; ZHENG et al., 2010). However, it is
unclear whether PD-1+ CD8+ T cells are actually depleted or activated in patients with
COVID-19 (RHA et al., 2020).

Wang et al. (2006) showed that the occurrence of the C allele is
correlated with a decrease in PD-1 expression. However, Mostowska et al. and Zheng
et al. observed that the T allele was predominant in patients with Systemic Lupus
Erythematosus (SLE) and viral infections, respectively, leading to the hypothesis that
the T allele causes lower transcriptional activity of PD-1 in human T cells
(MOSTOWSKA et al., 2008; ZHENG et al., 2020). Such divergence observed in the
occurrence of different alleles may be related to population variations, which may or
may not be related to autoimmune diseases (PROKUNINA et al., 2002; FERREIROS-
VIDAL et al., 2004) and various types of cancer (SALMANINEJAD et al., 2017).

When stratifying the group of patients by gender, there was no
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association of allelic variants with SARS-CoV-2 infection. The association of PDCD1
polymorphism in relation to the severity of COVID-19 was evaluated, stratifying
patients into mild, moderate, and severe COVID, returning no statistically significant
difference between the evaluated groups.

There was no correlation of allelic variants of the PDCD1
polymorphism with infection severity, including oncological and non-oncological
COVID+ patients, as well as including only non-oncological COVID+ patients.

Some studies have investigated the occurrence and correlation of
PD-1 blockade on COVID-19 severity in cancer patients, but overall there was no
significant difference in severity regardless of exposure to PD-1 blockade (Lou et al.,
2020). According to Moore et al. (2020), PD-1 blockade could increase the overactive
immune phase of COVID-19 and lead to a worse clinical outcome of the results.
Alternatively, blocking PD-1 would lead to an improvement in infection outcomes by
increasing immune control of viral infections (KORALNIK et al., 2019). However, in our
study we did not obtain clinical data about chemotherapy treatments and cancer stages
of patients.

In the correlation between gender and the SARS-CoV-2 infection
worsening, with oncologic and non-oncologic COVID+ patients, males had a
significative positive correlation. Sexual dimorphism in COVID-19 is not new, as men
and women respond differently to viral infections (Ghosh et al., 2017; Klein e al., 2016).
In this context, it is suggested that the high morbidity and lethality associated with
males is a multifactorial phenomenon, which includes both biological sex variations,
such as chromosomal and sex steroid variations, and specific risk habits related to sex,
such as smoking, alcoholism, and a higher degree of comorbidity among men (Bots et
al., 2017; Gebhard et al., 2020; Reitisma et al., 2017).

Studies have already shown that SARS-CoV-2 primarily binds to
host cells by ACE2, widely present in various human tissues. In the respiratory system
it is distributed mainly in the nasosinusal cavity regions and on the surface type Il
alveolar cells, in which human transmembrane serine protease Il (TMPRSS2), a
cofactor for virus entry, has been localized (Hoffmann et al., 2020; Bezara et al., 2020).
The expression of ACE2 is a risk factor for COVID-19 infection (Chua et al., 2020),
already identified in pathological findings of tissues affected by the infection (Nie et al.,
2021). Interestingly, Bao et al. (2020) observed that male patients have higher
expressions of ACE2 in the lungs, which may explain the difference in severity of



41

COVID-19 disease between different genders.

Androgens, such as testosterone and dihydrotestosterone, are
steroid hormones produced by both sexes, but which are present at higher levels in
men than in women and are hypothesized to play a role in the pathogenesis of COVID-
19 (Channappanavar et al., 2017; Wambier et al., 2020). Circulating androgens bind
to androgen receptors and promote their activation, which act as regulators of
TMPRSS2, being able to increase its transcription. Thus, a greater number of host
cells become susceptible to infection (Mohamed et al, 2021).

According to Bienvenu et al (2020), the immune response
developed against infection differs between the sexes, notably, many genes important
for immune responses are found on the X chromosome, including some involved in the
assembly of innate and adaptive immune responses against viral infections, for
example, pattern recognition receptors, costimulatory molecules, and transcription
factors (Schurz et al., 2019; Snell et al., 2018). It is suggested that antiviral responses
and viral clearance, mediated by the high expression of Toll Like 7 receptors (TLR7)
and consequent increased production of type | IFN, occur in an increased way in
women and may be one of the mechanisms that justify the lower susceptibility to
severity observed among women compared to men in COVID-19 (Bienvenu et al.,
2020; Martin et al., 2019; Sarmiento et al., 2019; Webb et al., 2019).

In addition, this fact is related to the increased presence of
dendritic cells in women, which is also attributed to genetic and hormonal mechanisms
(Laffont et al., 2014; Seillet et al., 2012).

The study by Takahashi et al. (2020) evaluated the differences in
the immune response to COVID-19 between genders and found that female patients
had more CD4* and CD3* monocytes, mature T cells and differentiated CD8" T
lymphocytes, while male patients had a poor CD8* T lymphocyte response in disease
progression. In this context, the immune system would have disadvantages in
detecting pathogens, with T-cell mediated immunity less robust in male patients,
resulting in worse outcome and greater innate cytokine activity in female patients
(Metcalft et al., 2020).

The immune profile from patients has been highlighted in clinical
practice, although more studies are needed, we can suggest that the male immune
system may also explain the divergent risks related to SARS-CoV-2 infection.

Finally, this study demonstrated that cancer patients affected by
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SARS-CoV-2 have a worse clinical course and death outcome than uninfected
patients. There was no association between PDCD1 polymorphism and susceptibility
to SARS-CoV-2 infection nor to COVID-19 worsening in patients with and without
cancer. Oncological and non-cancer COVID+ patients, male sex had a significant

positive correlation, with a worse prognosis.
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CONCLUSAO

v Nao foi encontrada uma associagao significativa do polimorfismo no gene
PDCD1 com a infec¢gao por SARS-CoV-2.

v A presenca de cancer em pacientes COVID*/CANCER* mostrou correlacéo
positiva com o numero de dias transcorridos entre o diagnostico e a alta
ospitalar ( Tau-b = 0,122; p = 0,030).

v' Os pacientes COVID*/CANCER* também apresentaram o desfecho clinico de
dbito precoce em comparagdo aos pacientes CANCER- (Tau-b = -0,157; p =
0,028).

v A piora da infeccdo por SARS-CoV-2, incluindo pacientes COVID*/CANCER* e
CANCER;, foi positivamente correlacionada com o sexo masculino (Tau-b =
0,173; p = 0,005).
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ANEXO A

Aprovacgéao do comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos daUniversidade

Estadual de Londrina

et bt UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
R LONDRINA - UEL

DADDS DO PROJETO DE PESQLASA

Titulo da Pesquisa: Imvestigacho d= falores imunogendlicos relscianados a respasta imune regulaitna na
infeccida por SARS-DoV-2: assocacdo com o prognistico, morbidade = moralidade.

Pesquisador: Karen Brafic de Obvera
Arca Tematica:

Versdo: 1|

CAAE: IE24T000 10000 5231

Insiitulcio Proponento: CCE - Departamenio de Cincias Patoldgicas
Patrocinador Principal: Financiamenlo Proprio

DaADCS DO PARECER

Niumaro do Parecer: 4 204 002

Aprosentacio do Projeta:

D= apordo com o documenio PE_informagies Basicas de DEDES0I0

Desenha:
Trala-se de esludo casc-coninole, sequide de estudo longiiudinal de acompanhamenio dos pacienies par 30
i

E=zi= & um subprojeio de um projsio maice @ aprovado pelo CEP, indutade "Invesiigacdo de (alores
genélicos e munokdgicos no infecgio por SARSCoV-2: assoclagdo com o prognostoco, morbedade =
mortakdade”, cuja CAAE & 3165684.20.0.0000.5231, parscer n* 4.063.033

0 envolvimenio da reaposia Enunoldgica na fEicpaiciogaa & prognoslico da infeccdo pelo SARS-Lali.2
ainde ndc estd tolalmenie esisbelecida. Tém side demonsirado inlense desequilibrio na producdo de
cilozinas pro & anbi-inflamaiorias em packeniss com dosnca pulmonas grave {"tempesiade de olocinas”), &
parece =er dferencada daguels apresentada por oulras infécoies respratdnas. Embora fabores cama idade
£ comarbadades préemstentes asbejam drelanenie 2ssociadas ao picr progndstos & desfecho olirkco de
pacemes com COWID=18, casos graves = alta moriafidade também bem ocomido ma auséncia desies fAores
Varnagies nos genss de ciioanas podem allerar & Sia expressho proleica exercendo assim um papel
imporianie tanlo na susceplibifdade coma na progressao da COVID-19. Assim o objelivo desie esiudo &
avaliar a associacSo de biomarcadores imunopenéicos da resposia anli-inftamatdria com o progndslico =

Entersf: LABEST - Salk 14

Bl Carmoin Lnvaraliie BEP: g 05750
LeF: PR Messcipin: LONDRBA
Telalors:. |Li0957-5455 E-mall:  cepdsAgiaed b
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cennt it e UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
AT, LONDRINA - UEL

Comnuscie = Fasce: 4 25405064

dasfecho dineco em pacenles com COVID-19. Trata-oe de =studo

casdecardrole, prospecivm em que sertho seleconados 00 pasficipaniss. alocados &m dois grupos: Conbnoe
{n=150 individuos sem comarbidades,

sem evidéncins clinices = [sboralonais de dosncas mfecciosas agudas efou ornecas ); COVIDL19 [n=150,
pacientes infectados peio SARSCoWe2 )

Os parlicipanies serio provenientes do Fospital Liniversitirio de Londring - PR. Todos os paricipanies
serdo svalindos no inicio do esiudo pars

ohlencio dos dados dinicoa, caleta de amasira bioldgica & deleminagho dos indicadores de prognostion.
Os pacienles do grupo COVID-19 serdo

reavaliados aphs 7, 14 & 30 dias para ohimngdo de dados clinioos: duragio de hospilakzacin, necessidades
die LITI, diys esm uso de venliagdo

mecinica, nfecgies secunddnas, sucesso terapéuticn ao ratamento convencional instivido, deslecho
clinico {dbfofsobrevivéncia). Serd reafizada a

genalipagem dos seguinies polmosrfamoes dos genes, TEFBR2Z (rsl0B465), TGFE1 (rs 1800868, s18004465,
rsiB00470, rs1B004TY), L0 (r=1BO0E5S, rs18008T1, rs1B00BT2} & FOXNP3(m2ZI2I65 £ rs3TE1548). Ds
nives plasmdticos de cilconas (IL-10 & TEF-) serdo determiniades por munofluorimetria. Espara-ss com
exie exludo svidencar a influéncia destes poimodismas no dessnvolsimenta da COVID: 419, colaborando
AEEEEm

para o entendimenio da imunopatologia desta doesnga, fmnecendo subsidios para a idenificacio de
paciemes oom pior prograsion & desfecho clinieo, possibiltando a implantacho de ralamento pemsonaizado
coem impacio difeio na morhidade & morialdads dos pocienies

Conibérin de Indusao:

Serdo mchuidos no-estudo individuos com diagndstico confimado pela 1éonica de RT-PCR, de SARS.Co\-2
sinbomidlicos & assintomalices atendides no HULUEL.

Gripo Conlrofe: Sevd cons$luldo por dondares de sangue conlrofados quanio =0 saxo, dade & rga (ool
Agresentardo sorcogia ndo reagents para

Iodos oF I=sies soroidgicos realizados no iragem de doadores de sangue, assim como deveriio apressntar
sorofog negaliva para Dengue.

Coriténio de Exclusio

Serfo micluldos das andlises individuos com sorologia posiiva para outres winus, como virus da
imunadefciéncia humana [HA), virus da epatils ©

{HCV), wirms da hepalils B (HBEY), ¥irus linfobrdpico de cdlulas T humanas ipos | e || (HTLY U, vius da
Dengue & Chiungunya, asssm como amostas fesgenles para o Tryp&iosoma crud & para
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Conimusc i o Ferecer: 4 004004

o fesbe miio irepondémion pam sifils PVORLL

Objetivo da Posguisa:

De acorto com o documerdo PE_informagbes Bisicas de 0G0E&72020

Niietive Primdio:

Avalkar biomarcadores genglscos = imunoldgicos da resposta imune anil-infllamaldria associadas ao
progrtatica, morhidade & morialidode da dosnca

caursads por SARS.Cov.2

Avalisgio dos Riscos & Beneficios:

Die acordo com o dotumerto PE_Informagies Basicas de 06082020

Rimcos:

U= fe=cos da pesquesa =30 refacionados a coleta de= sangue perifénico, uma vez gue a colela de seceEio
nasal para diagrdstico de COVID-1Y s=r realizada independentemenis do envolvimentio do particpanis na
pesguiza.

Assim, ha um pequeno fesco de hemaloma na regidio da cofeta de sangue, bem como die queda de pressdo
& desmass. Para minimizar os riscos a colefs s=rd realizsda em ambianl= hosgitalar por prolEsionais
capactados, & gquasger mscos que venham a ocorrer, s parlicipantes serdo prontamenie amparados pefa
equips do projeto.

Beneficios:

Ois beneficos serdo indinslos, uma ver que =sie =siudo permiticd om maor erdendimerio da imumopaiologa
g COWITR-19, formecendo subsidics

para a idenfificacio de pacienies com pior progritstico. & deslecho clinica, possibililanda a emplantacic de
iratamenio personaiifado com impacio

direto ma morbidade & modalidade dos paceni=s.

Comantarios o Considoragtes sobre o Postguisa:
Pesquisa releimants para &'ea = iemalicn de ©OAIDL79.

Consideragdes sobre 0% Termos do apresentacio cbrigatoriac

Apresentou folha de rosio devidamente preenchida & assinada. Apresentou aulorizagio do HU pama colela
de dados. Apeeserdou TCLE em acarde com a rasolugdo. Apresaniou deciaragdo de biorreposibario
a=sinada. A coleta de dados esta prevists para 08409, o srgamenio £ de RS 1320000 custeado peia propria
pesqussdara gue destaca quie as reagent=s (& foram adquindos com recursss de projsics anbemones:
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Conclusdes ou Pandincias o Lista de Inadeguacdes:

A pesguisadora far parie da eguige do projeio “investigacio de fatores gendlicos & imunoldgicos na
inlecglio por SARBCaV-2: associagdo oom o progndstco, marbidade & marlaBdade”, cuja CAAE &
J1BE6420.0.0003.5231 & gue ol avaliado & aprovade por esie CEP [patecer n® 4.053.033). A coleta de
dadoz dos pranfudrios, guestiondsio & de sanpgue serd executado pelo projeio maior. sendo que nesis
piojelo 8 pesquisadora receberd as amostras de sangue para fazer as ovaliaghies dos bicmarcadones.
Forianio, recomendass= aprovagia

Consideragtes Finais a cribério do CEP:

Preradola) Pesguisador(a),

Esie & s=u porsced final de aprovacio. vinoulado ao Comitd de Efica am Pesguisas Envohiendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua resporsabilidade apressnta-Lo aas drgios efou
inslituigies perlineries,

Ressaliamos, para inicio da pesguisa, as ssguintes alrbdighes do pesquisador, confomme Resolucho CHS
486/2012 = B10/2016:

A resparsabifidade do pesquisador & indelegived e indeclindvel = compresnde os aspecios &licos & legas,
cabendio-e:

= conduinr o processa de Consenlimento & de Assenlimenio Lve & Esclarecido;

« apresentar dadios sdiicitados pelo sistema CEPICONEP a gualgques momenio;

= dessrwalver o projeto conforme defineado, jusiificendo, quando ocorridas. o sus mudanga ou nierrupgio;

= elabornd & apreseniar os relaldros porcias & final;

« manber 65 dados da pesguisa em arguiivo, fisico oo digial, sob sua guarda = responsabilidade, por um
periodo minimoe de § (cinco] anos apds o 1A&mino da pesquisa,

« apcamirtar os resullados da pesquisa para publicacio. com os devidos créditos aos pesquisadares &
pessos Eonico imegrante do propeto;

= jusitficar fundamentadamenie, perante o sigiema CEPCOMEP, mlemupciio do projelo ou @ néo pubiicacio
dios resullados.

Coorderacio CEPAIEL
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Este parecer fod slaborado baseado nos documemtos abaixo melacionados:
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ANEXO B
Aprovacao do comité de ética em pesquisa de Curitiba, Hospital Erasto Gaertner,
Liga Paranaense de Combate ao Cancer

| ¥ + ERASTO GATRTNER HOSPITAL ERASTO

S e GAERTNER - LIGA w
PARANAENSE DE COMBATE

DADDS Dt EMEND A

Tiiule da Pesquisa: Andlise prospecliva de pacienies anco-hemaloidgicos com COVID-19 para
caratenzacho do perll de cilocings plasmitices, imunoldgico, anélica viral & falores de
fs, & dasemvalvimeano de maiodologas laborsionals para detecso de antipenos &
anlicorpos refacionades a0 SARI-CoWV2

Pesguisador: Jearsne Marie Rasdin

Area Tembtes:

Versin: 2

CAME: 31593830 4_1001.0098

InstituicBo Proponente: LIGA PARANAENSE DE COMBATE AD CANCER
Patrocinader Princlpal: Francamenlo Pidpsio

DADDS DO PARECER
MNa&meara do Parecer: 4 267113

Apresentagio do Projeto:
As infarmacBes elencadss nos campos “Apreseniacio do Projels”, "Objelive da Pasgulsa™ & "Avallachs dos
Rizoos & Benelicios” foram reliradas do ﬂ'qll'uﬂ]mal:;ﬂ'l‘.'.t Basicas da PE_'iqlJH-E.

Andliss piospeclva de pacienies onco-hemaloldglcss com COVID-19 para caralerizacio do perfil de
cilocanas plasmalicas, munoldgecs, cindlica viral & falores de fsco, & degsenvolvimenio de meladologias
laboralorisss para delecdo de sntigenos a anlicoipos relacionados a0 SARS-CoV2. O impacts do COVID-
19 &am pacienles munocompromelidoz ainds & desconhacsdts. Eveléncias acumuledas sugeram gue
pacianles graves com COVID-19 podem ler uma sindrome cilada como “lempestade de citocinas”.
Compresndar como pacienbes com neaplasias malignas stlidas .« hemalodigecas evoluiriam frenis 4
mnfecgdio ¢ fndemental para deleminachs do procedimaninos dinicos de suporbe lerapulacs & manajs de
sinlomas, befm comd para o Mmansjo dos recusos hosplalanes O fsch de evolugha desfieordvel confanms o
grau de immnossupressio ad a passibilidade de tais pacienles serim “poupados” da lempestade de
Gilocings jusiaments pala imunidade comprometida sio ponlos gue pracisam ssf elucdadas frente a
evolucho da doenga O esludo 1am por objelve monliorar o perfil de cliocnas = imumoldgecs, bem como 8
carga viral dos pacienbes com neoplasi=s mabgnas sdlidas & hematoldgécas com infecido por SARS ColW-2.
Serdo
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Coniruscie = Passoer 4 2807 UF3

inchiidos no eshedo pacenles adullos & padidiricss com neoplatias malignas sMidas & hemalobdgicas, &
coma canlrole pacenles sem clncsr. Os canlms parlicpanies acompanhardo prospeclivaments lodas os
Gasos suspeilos de COVID-19 gue ocolferem am pacienles com neoplasias malighas solidas &
hemalpifigeas de 01 &= maio de 2030 a 30 alywil de 2322 Os pacsanies deverdo acailar parficpar do-esiuda
alravés de consenfimento vie & esclarecido, apts sprovaghn desta proposta pelo Comié de Elica em
Pesgissa das insblsgies portcipanies. A perspeciiva & induir 400 pacienies do Hospital Erashy Gassiner
(Centm coordenador), 100 pacients da Unidade Guasapeava & Paranagud do Hospital Erasie Gasriner &
200 patenles dos ceditro coparicipanles, confoime s&rie hisidrica da ahsal pandemia. 3erdo oonsiderados
cakis SUSpellos pacenbe: que S= apresentarem losss, febre. coriza, dor de gaigania = diliculdade para
resgiral, A COWVID-19 {infectlio compiovada pelo SARS Cov-2) sedd definida de ascoddo com as crilérios
publicadas pela OMS. Infecclio pelo SARE CoV-ZF relacionsds & ssilincis a sakde serd defingda com base
na pefiods de méubacho meds do vires (5 Eas). A& Sindrome Respiratoiia Aguda Grave [SARS) serd
definida de acorda eom as ofeniaghes provistrias da OMS para COVID-18. Evenios dinicos graves
|deslacha composing serfio definidos ooma a admissio de uma unidade de [=rapia inensiva (UTH) o uso de
venliagado mecinica ou a marle {necedsidads de intubagho = venlfacho mecinica em 7 dRas; necessdads
de venlilacio machnica no hospital]. Para dentificas Falores de rsoo para mortalidade, tempo de estadia o
haspilal, moralidads, complhcaiies romboembobeas & e disfuncdo rénal [defineda Como increnento de
creallning acems de 1,5 veres o valor basal] serdo colelados of seguinies dados. sexo, idade, lpo de
dasnch neaplasica, comaorbidades, estadiamanto de malignidade subjacents. conlagem de nsulrdflo
linfocitos CD4 & COHE, Territing, conlagem de plaquelaa, VHS, dados clinicos do guadro de COWVID-18,
duracis dos sindomas, berapsas recebidas no momando dd avakacio, necessidade de inl=rmacdo em LTl &
venllagdo mechnica, superinleceio por oulos microorganismos, oulres compicacies e @aas de |alabdade
de 48 horas, T dias & 50 dEas. Serd ohsarvado também o padeio radioidgico do COVITR-10 nessa populagia
& ush de ledapia de resgale (venlilagio no-rnvasiva ou chnuta fasal dé allo fMuwe) em 7 diss. Para o
diagndalico & carga viraf d& ZARS Col-2 o RNA dos pacienies serd exiraido a paslic de swab nasofanings
ou di Iralo respitaldrio infetion cofm o kil Oiamg Viral RMA& mind Kil {Qiagen]} seguindo as inslrugdes da
Inbricanie, O diagndabco para & présenda de COWVIDTE serd realizado pelo protacals adolado palo kMinistea
da Saiide & indicado pela OME, que consisie em PCR em lempo real (RT-gPCR). A deleminacia da canga
viral do CovidiB serd réafirada semanalmenie slé o piifeiro axams negaiivo & melhora dos ginlomas
jeslimaliva de 4 lestes por pacienie), com a wilizaghn do mesmo prolocolo de exracio & ampliicagia
cilados ameriormenie. Os axamss
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laboraborizss serda realizsdas pelo Laboraldrio de Andlises Chinscas das inslituigoes: hemograma comphalo
o corlagem de plaguelas, quantificagdio de leucdaios CD4 = CDE, g, & IgE (testes rapidos para COVID
=18}, D-dimeros, coaguiograma, WHS, prolaina C realiva, TGO, TGP, LDH, 25-0H-vitarmirsa D & lerina. O
peifil escolhida pare anallse de cilocinas/geimiocinas inchiird as cilocinas proinflamaltorias g anli-
nfamatdrias, especialments aquekas que @ loram relatGonadss previamenie cam & infeciio par SARS-CaV,
MERSCoV & SARE-CoV2. mduinda G-C3F, IFN-=, IL-1, 1L-1, IL-2R, IL=4, IL-8, IL-8, IL-10, IFN-Z, MCP-3, iL-
10, 1P-10, MCP-1 (MCAF ), MIP-1 & THNF-. As cilociras s2rla dosadas em amasiras de somo au plasma. Para
a5 andlise de serd ulilizado método de ensalio imunolégico customizado o oo Luminex imunoensaio mult-
andiae bassado em microeasferas). Para svakar a resposla imunoidgica do pacienie ambam el avalaca
a4 expres=ia dos receplores bps Toll Like am sanguee periférico. Acredia-se gue os nivels de algumas
cilocinas serfio significalivamente allerados em paciemes com SARS & cincer conlorme gravidade da
doenca, vighncis & lsrapia antineoplisca & graw de munossugressio. Propomos também prodis kils de
wusto redizide, quands comparado aos que esldo sende ulilizados pelo Minksldho da Sadde. Para alingir
esle objellvo, o kil deverd ser produzido a perir de insumos de baixo cusio, preferencliaimenle naconaes.
Ademaix, a lecnalogla de deteci@io serd wm teshe da ELISA, &m caso de sucesso, prabende-os sharcar a
lecnologha também em sensor elelroguimico rapido, para sgillzar & geragdo de resullados semi-
fquanifabivos. Os resultades cilados acéma serdo ifados com amostras de sofos de pacienl=s pasitivas para
COWID-18 [Eagndstico por GPCR em labarsliios de atendimenlo clinico). Estes sofos serdo comparados
Gom armoalias de padantss negalivas para & infecedo, bem came de amostias de pacienles posilives para
oulras infecydes respiraldrias.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PREMARIO Monitcear o perfil de citocinas & Imunologico, bam toma a canga viral dos packnies
com neoplasias malignas sdlidas & hemaloldgicas com infecelio por BARS CeV-2 OBJETIVOS
ESPECIFICOS- [dentificar a incidéncia de SARS CoV-2 em pacientes oncohemaloiigicos. Nos packenies
que realizanein TOTH sérd avalado & inddencia nos & masas ﬂﬁ-ﬁﬂ @ TCTH;- Mengisrar o8 Aafais de
silocinas inflamaldriss nes lases aguda, progressiva e convalescenca ou dhilo; Idenlificar & freguinda de
infecches assinlomabicas de SARS CoV.2.- Delsrminar o valores de linfécilos CD4 & COB am pacienles
anco-hemateldgicas com infeccia por SARS Cov-2:- Mensurar o nivel de anboorpos especilicos pré (basal)
& a dinamica de anlleorpos Ighl & Ig5.. bem como a duragdo de anlicorpes;- Avaliar a expresadio dos
recaplores TLR2 &m sangue pedilédico.. Monllofar & canga viral dos pacientes com neoplasiss mafignas
stlidas e hemaloidgicas posibves par SARS Cov-2 &, Sesta lorma moniboras & duracio de exsrecho viral &m
It respiratdrio de

Endarscn:  Fua Or. Cvanda do Searad 207
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pacenles com infeosio por SARS CoV-2- Caraclerizar a prassanca @ a duracio da viremia.- Descrever &8
caractenislicas clinica & demograficas dos pacienies onco.hematoidgless que evalulam com COVID-19. -
Identlicar Fslores de risco para casos graves necessidade de mubsco & venllaclio mecankca) & dbilo;-
Identficar palimorfismos penélicos nos pacientes coma fatar e rsco para a infecglio par SARS CoV.2.
Identificar biomascadores plasmalicos Gpo microRMA pama scompanhaments de progressio da doenga &
associacho com outme pardimeiros analisados.

OBJETIVOS SECUNDARICS- - Reslizar o diagndalico mokecular de COVID-10 por datecilo malecular por
amglibcacka isatdimica denominada LAMP lampliicacdo isolérmica medizda por Loap | em comparagis
com a lhenica padro.olsn =m lemps real ts PCR. - Carsclerizs o genoma do virus SanCol-2 isclads dos
pacientes incluidos no estuds, - Descrever o padrdo radioldgico do COVID-19 nessa populaglo; -
Dearréneia de comglicapbes iromboembdicas & de defncio renal; . Desarever o pakel basal de cilocings
de acerdo com lemgpe pds-TCTH & outios evenlos relacianados ao ransplanie (enxerta, DECH, CMV]). -
Del=rminar a sensbilidade & especificidade de mélodes de diagndstics munaldgicas para COVID-19
basmados em ELISA [snzyme linked enmuncsotbent aseay) e sensores eletrequimicos. - Desenvalver um
métado de ELISA sandulche para delectar anligencs do SARS-CoV. - Delerminar a precisSo dos miledos
de diagrdslico muncibgicos pars delecedo te anlicorpos contrs a proleina M do SARS-CoV-2 am amastras
de sofe efou sangws bruto - Avaliar com quanlos diss apis o inksi dos sinloenas os métodas de diagndstics
imumoldgicos conseguem deleclar a presencs de anlbcorpos para COVID-18 no plasma & sangue dos
pacientes. - Padronizacho de una maloduogia bassada em clomnetria de Tuxe para delecelo smallines de
anficomas lgh, M & lgG anbi-00VID-19,

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O dano eventual poderd ser imediato ou lardio, compromelends o individuo ou & colebvidade
referante & quebra scidenlal do anonimats dos dades iperda de canfidencialidada). ainda que & equipe de
ptﬂquiﬂ-ﬂ SE campromedl ooem a -Ful'ﬂl'lli! da confidencialidada. Camo o estudo aborda aanda a colela da
msateriad biolbgics para realizaglo de exames b o feoo de danos [sicos e silsactes de desconloro com a
ohiEla di sangls & colela de malsdal de orofaings. Garantimos que o pesqusadomnes sdo habillados para
as milodas de coleta do materisl reduzinda o descanforlo e a probabilidate de complicaghes, que cass
exslam serdo imedatamenls sanadas pela equipe do ssiuda & pelas malilulpies envebvidas.

Endereco: b Or. Cyvands do Asaiml 201
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Beneficias: O OOWVID-19 & wma Engortands caces da SART & dbile, principalments em pacanles idosos e
cam comorbidades. Compreandel coms pacenies com mneoplasias mallgnas sikdas & hemalologicas
avoluirks renbe 4 infecilo & ndameilal para delarminacio da gfocedimentnes dinleas deé suporle
lerapdulica & manejo de snlomas, bem como para o mansjo B8 recurses hosgitalares, O risco de evalugia
destavarivel confoime o grad de imumassupnessde ou 8 possibisdads de las pacianles seqem “poupados”
da iempestade de clocnas justamenie pela imenidade compromealida sdo ponlos gue precisam ser
elucidados frente a evalucio da doenca. Acredila-se que os niveis de algumas cilocinas searfa
significativarments alleratos am pacienies com SARS & cincer confoime gravidade da dosnca, vigncia da
1erapia anlineopldsica & grau de irunossupressio, Ainda, propomas produrie kits de custo reduzido, quanda
comparado sos gue esllo senda ullizados pelo Mini=iério da Sadde, com valor ealimado de RI75, 00esa
Para alingir eale ohjsliva, o kil deverd ser produzide 2 parls de insumoes de baio cusla, peeferehcalments
nacicnais. Ademaiz & eenelagin de depeesio sad um hesle de ELISA, como & fai demonsirado & svalssa
aim receids publcacdao (33). Pos fim, am c3so e sucesso, prelende-se abascis a lschalogia Bmbam em
Sendal elalfoiquimes pido, pans SplEs & geracio de residtadis daml-gleanlitalives. O idullados citados
acama seddio Iiades com amaslas @ sorss de packenles posithves para COVID-19 [Sagndsiics por gPCR
&im labosalsrios de alendimenio dinlca). Esles sbros s&fdo compaiados com amosiras de paceeniss
negalivos para a infecclo, bem como de amosiras de pacienles posilivos para oulras infecpbes
respiraldeias.

Comentares ¢ Consideractes sobfe a Pesquisa:
A pressents emerda atess das seguinies alteracies do piolosslo:

A — Allsracho do Mulo da pesgquisa para mefhor adeguar o5 povos ohjelivas. Tiuke alerada de “Andlise
prospecliva de packentes onco-hemalolgleos som COVID-19 pérs carsterizacho do perfl de cilocinas
plaamaticas. imundldgeco, cindlica viral & fatorés de oo pars desanvoldamenio de Sindromea Reapiralona
Aguds Graye™ para “Andlise prospecliva de pacienles snca-hemaloldgicos com COVID-18 para
caralerizacis do pedl de cilocinas plasmaticas, imunslbgice, cinética viral & falores de rigea &
dessnvolvimenta de malodeiogiss Bboratoniss para delecsdo de anligenos & Bnticedpas retacionados sa
SARS-CovZF

B — Alusizacdo da equipe de pesdqussa comm & inclusie dos pesguisadares da Universidade Fedaral da
Parand, gue execucio os noves abjelives da emenda:

| Endereca; Fus Dy Owands o A 200
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= Luclano Femandes Hueergo: hitpclsites. cnpg.be1 1875085 E3 7B G2

= Glavecln Valdamei hilp.itattes cnpo. ba983 7630183323653

= Brena Casisda Branco Bekraa: hitp\labes cnpg. brf585684 5885858117
» Dénio Emanued Pires Souln: hipoilaites cngg 0607 405844 7 &84 34

C = Acmescaniado o novos objelivos seoenddrios do esbodd;

« Delermindr & sensibilidade & sspecilicidads de méiodos da diagndstico imunaldgicos para COVID-19
baseados em ELISA (anzyme inkad immunosorbent assay) e sensores lelroguimicos.

= Deeganvolver wm mélodo de ELISA sanduiche para delsciar mnbigenos da SARS-Colf.

- Determinar a precisdo dos mélodos de disgndstes imunoidgicos para deleccdo de anbeorpos conlra A
proleina N do SARS-CoV-2 em amostras de soro e/ou sangue britoe.

- Avalizr com quanlos diss apds o inicie dos sinlomas os mélodos de dagndstics IMUNDOECES Cofeguem
delectar & presenca de snoorpos para COVID-18 no piasma & sangue dos pacienies,

- Padranizacin de uma metodologia baseada em cilomelia de luxo para detecedo simutines de snbeofpos
Inh. ight & IgG anti-COVID-18.

D - Propar novas hipdbeses do estudo conbarme novos objedivos secundirios, & citar:

Serd possivel identilicar passoas que tiveram conlslo com o BARS-CoVZ stravés da identificacio das
I'E'!.I:ljﬂuﬂ- ETRUnER Ao SARAQUE U puirsa fdidos I:'rnlﬁqims. Ccombd saliva. Extas respgosias de urﬂ.h:a-r:n'pn'a
poderda ser avalisdas pela Wonica Uadiciona e ELISA ou por mein de um biosssnso: imunoelelroguimics.
Serd passivel desenvolver mélodo de delecedn de anboarpos Igh, g & IgG anli-COVID-18 por cllometita
de flumxa,

E - Ajustar s cribérios de inchislo e populsgio do estudp, sm negits as adequaches.

1. Casos suspeilos & confiimades para SARS Cov-2 alendidos in leco nas inslilugbes paicipantes. O
lestes de disgndslic pars COVID-19 astby realizatos pel sslude, & pacientes gus Tarem alendides nos

sentras & com confirmagio dagnistica de infecslo por SARS Cov-2

Enderagn:. Alis Dv. Ovands do Al 201
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deverda repel os exame conlorme prolocolos do esiudo. Delne-56 como casos suspeilos od pacientes:
com febte & pelo menos um anal ou sinloma respirstbro (tosse, diiculdade para respirar, produglo de
excaiio, congestio nasal ou conjuntival, dficuidade para degiulir, dar de gasganta, coriza, saturacio de 02
« 05%, sinais de clanose, balsmenlo de ssa de nan2. ragem iMercostal e dispreia), ou pacients oo de
regifin endémeca. procedents de viagen para regida endémica nos @limos 14 diss ou e contale com casg
suspefio ou confirmado nos Mimos 14 dias. Ouakguer gravidade de quadio serd admilido. Tempo entre
initin de sintomas e inchsde no estude deve ser infariar ou gual a 20 diss.

2. Pacsentes adulios e pediifioos com meoplasias !'.'rﬂ"-"l!!- Edlidas e hematnldg‘rm:, candigales ou ndo 30
TCTH jeoones A}

3. Pacienies adulles & pedidricos sem neoplasizs malignas sofdas « hematolégicas {coane B — ceabale da
cooe &)

4. Pacienles assinlomabicos e negalivas para o SARS Cov-2 (por tesle molecular do bpo PCR) serlia
imckiidos cama @rupa cantrola, lanio para & HEIiMEﬁbﬂ clinico das coorles A & B, como para a
padionizacdo dos lestes moleculares e somldgices desenvohidos no eslude. Ds pacentes do service da
TCTH assintomalices, negativos para SARS CoV-2 conliguraris a coorte C - controle dos pacienies de
TCHT com infecgdo por COVID-10.

3. Pacienles que aceilaem parbcipad do eslisdo alfavés de cangenlimento livie & esdarecida.

& - Paraa valitacho dos ensaios soroldgico também serfo ulilizados amostras de sangue (plasma & sangls
folal) & salive coleladas anles do periodo da pandemia & armazenadas nos cenlros parlicipani=s. Para eslas
amaostras solidtamos isencio da TOLE uma veZ gue os pesquisadores ndo terSo acesss aca respedivas
doadoras das amosiras

F = Incsr sallva ras andlises laboralorkais confoime aflerapies incluidas no l=xio do projelo ememndada

G —Afuslirsdo & melodalopia para slender novos abjetivos do @sbods

Ealme:  Janles das Amddice CEF: B1.520-0e0
| IF: PR Municsp: CURTIBES
Tedafona: [41E361-5171 E-muil: capiberasiogaaring com iy
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H — Alualizado o TCLE para atender 305 novos objelivos do estudo.
Documento: SARS-CoV-2/HEG ~ COVID19_Cancer_Citocnemia_CargaViral. TCLE - V. 2.0 - 15 de agosto
de 2020.

Todas as alleragdes estio destacadas no arquivo em word do projelo emendado anexado & Plataforma
Brasil:

SARS-CoV-2HEG ~-COVID19_Cancer_Cilocinemia_CargaViral. Verso 2_15 de agosto de 2020.

Niio foram identiicados Sbices &icos nesta emenda

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Projeto, TCLE, dedaracies e demas documenltos obrigatdrios apresentados cometamente.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto esta de acordo conforme ilens acima analisados, sem lisla de inadequagies.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo I Postagemn Autor Stuagio

‘ Informagdes Basicas|PB_INFORMAC _BASICAS 163374 180972020 Acsilo
go Projelo 4 Elodl 18.44.01

Dedaracio de JustificativaEmenda. docx 180972020 |Jeanine Marie Nardnl Aceilo
| Peaguisadores - 3 18.40.20

TCLE /Termos de | TCLE _cilocinemiaV2.doex 180972020 |Jeanine Marie Nardin] Aceilo
Assentimento / 18:38:56

Justificativa de

Projeto Detalhado /| |COVID_citocinas_V2_15Ago.docx 180972020 |Jeanine Marie Nardin]  Aceilo
Brochura 18:30:44

Investigador P " ik :
Projeto Detalhado /| |COVID_citocinas_Final docx 08052020 |Jeanine Marie Nardin]  Aceilo
Brochura 15.42:10

Investigador - B

Outros SARSCoVZHEGCOVID19C_CRF paf 0BOS/2020 |Jeanine Marie Nardin] Aceilo
8 154156

Dedaracio de dedaracoes_pesquisador pdl OBXS/2020 |Jeanine Marie Nardnl Aceilo
[Pesquisadores 15.41.23

Endorego: Rua Dr. Ovande do Amaral 201

Bairo:  Jardim das Amdricas CEP: 81520-060

UF: FR Municipie: CURITIBA

Telefona: (41)3361-5271 E-mal: cepiderastogaennes com ty
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Cepinuosis = Massoer ¢ JET FED
Decaragho de Bedaacan_pesqEsadores pdl DBOSIZ020 | Jeanine Marie :-munl Acailo
| Pesgusadores I e———— 154002
Cramenio Otcamenin_SARSCoV2 HEG Diag G| 07052020 |Jeanine Mark l'hrl!nl ACeiln
jocinas aly TG0
Declaradio da Declaracao_Deeloraclinica. pd OFOar2020 | Jeaninse Bare Mardin] Acsilo
OO A i 17:35:39
Deciaraiio da Deslarsssn Deeiortecnioo. pdl OTAOS2020 |Jeanine Mars Mardin]  Acsilo
Irslibuichs = 1736227
Irifrassataiurs
TCLE { Tedmos de | TCLE  cilecinema. dock OTAOS2020 | Jeanine Marke Mardin] Aocsilo
A Bl renis | 173510
Juislificaliva de
LIS s
Fofha de Rosia FRassimada pél OrfSr2020 | Jesnine Marie I'-lnrﬂnl Aceilo
17:33:58

Sitluatdo do Parocer:

Apravada

Hecossita Apraciscio da COMEP:
Mo

CURITIBA, 18 te Sejembro de 2020

Azsinacdo por:
Oilair Carlos Baltrame
{Coordenadona))
Endarega: Ful Or Cvands doAmaral 200
Bairra: Jardim dos Armasicas CEF: Eis520-0&0
L¥F: FR Municigia:  CURTIES
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