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RESUMO

INTRODUGCAO: A BCG é a Unica vacina licenciada no mercado para uso contra a tuberculose
(TB). No entanto, sua alta eficacia pode variar de zero a 80% contra a forma pulmonar da
doenca, e pode ser causada por diferencas bioldgicas entre as cepas, dentre outros fatos. No
Brasil, devido ao desabastecimento local da cepa Moreau, a cepa Russia passou a ser
administrada em 2017. OBJETIVO: Avaliar a resposta imune celular de neonatos vacinados
com BCG Moreau e BCG Russia, e comparar a producao de citocinas estimuladas por antigenos
micobacterianos. METODOS: Este é um estudo trata-se de uma série de casos ndo
randomizados, realizado na Maternidade Magalhdes Netto. Apds o nascimento, neonatos
saudaveis foram alocados em dois grupos: vacinados com BCG Moreau e BCG Russia, €
acompanhados periodicamente. Amostras bioldgicas foram coletadas em antes (pré-BCG) e
apos (po6s-BCG) a vacinacao, para realizacdo de ensaios imunologicos in vitro, de quantificacdo
de citocinas em culturas de sangue total na auséncia ou presenca de antigenos micobacterianos
(BCG Moreau, BCG Russia e H37Rv-HK, através de ensaio de citometria por microesferas. O
processo de formacdo de cicatriz também foi avaliado. RESULTADOS: Entre dezembro de
2018 e janeiro de 2019, 36 neonatos foram incluidos no estudo. Desse total, 21 foram excluidos.
Foram avaliados os dados de seis neonatos vacinados com BCG Moreau (16,7%) e nove
vacinados com BCG Russia (25%). Na avaliacdo basal de citocinas (cultura ndo estimulada), o
grupo Moreau apresentou niveis elevados de IL-2 e IL-10 ap6s a vacinacdo. Além disso, a
vacinacao estimulou a producédo de IL-2 e IFN-y em ambos os grupos, com aumento de IL-6,
TNF e IL-10 ap06s vacinacdo com BCG Russia. Em relacdo ao H37Rv-HK, a BCG ndo foi capaz
de estimular producdo de citocinas em nenhum dos dois grupos, com excecdao da IL-2,
aumentada apds a vacinacdo com BCG Moreau. Em analise comparativa no momento pré-BCG,
0 grupo Moreau respondeu melhor em ambas as condi¢bes de estimulo in vitro. Apés a
vacinacdo, BCG Moreau induziu maior resposta inflamatoria, com aumento na deteccao de IL-
6, TNF, IFN-y e IL-10, enquanto BCG Russia estimulou IFN-y, exclusivamente. A vacinagao
foi bem tolerada e a leséo apresentou evolugdo normal. Contudo, a BCG Russia induziu uma
menor extensdo e auséncia da cicatriz vacinal, em alguns casos. CONCLUSOES: Os perfis de
citocinas induzidas ap6s a vacinacdo com as cepas BCG Moreau e BCG Russia s&o complexos,
mas semelhantes. Ambas cepas foram associadas com o padréo classico Thl, com producdo de
IL-2 e IFN-y, mas somente a BCG Russia estimulou as citocinas inflamatérias IL-6, TNF e IL-
10. A vacina induziu leve resposta imune in vitro contra 0 Mth, mas associado a inflamagéo
apos BCG Moreau. A imunizacao foi bem tolerada e a lesdo apresentou evolucdo normal. No
grupo vacinado com a BCG Russia, a maior regulacdo da resposta imune pela IL-10 pode
explicar o suposto desenvolvimento de lesdo mais leve e menor cicatrizacéo.

Palavras-chave: Vacina BCG, Neonatos, Citocinas.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: BCG is the only licensed vaccine on the market for use against
tuberculosis (TB). However, its high effectiveness varies from zero to 80% against the
pulmonary form of the disease and can be caused by biological differences between the strains,
among other facts. In Brazil, due to the local shortage of the Moreau strain, the Russia strain
started to be administered in 2017. OBJECTIVE: To evaluate the cellular immune response
of infants vaccinated with BCG Moreau and BCG Russia, and to compare the cytokines
production stimulated by mycobacterial antigens. METHODS: This is a series of non-
randomized cases study, carried out at Maternidade Magalhdes Netto. After birth, healthy
infants were allocated to two groups: vaccinated with BCG Moreau and vaccinated with BCG
Russia, and followed up periodically. Biological samples were collected before (pre-BCG) and
after (post-BCG) vaccination to perform in vitro immunological assays. Using a microsphere
cytometry assay, cytokines were quantified in whole blood cultures in the absence or presence
of mycobacterial antigens (BCG Moreau, BCG Russia, and H37Rv-HK). The scar formation
process was also evaluated. RESULTS: Between December 2018 and January 2019, 36
newborns were included in the study. Of this total, 21 were excluded. The data of six neonates
vaccinated with BCG Moreau (16.7%) and nine vaccinated with BCG Russia (25%) were
evaluated. At baseline cytokine evaluation (non-stimulated culture), the Moreau group showed
high levels of IL-2 and IL-10 after vaccination. Besides, vaccination stimulated the production
of IL-2 and IFN-y in both groups, with an increase in IL-6, TNF, and IL-10 after vaccination
with BCG Russia. Regarding H37Rv-HK, BCG was not able to stimulate cytokine production
in either group, except for IL-2, increased after vaccination with BCG Moreau. In a pre-BCG
comparative analysis, the Moreau group responded better in both stimulus conditions in vitro.
After vaccination (post-BCG), BCG Moreau induced a greater inflammatory response, with
increased detection of IL-6, TNF, IFN-y, and IL-10, while BCG Russia stimulated IFN-y
exclusively. Vaccination was well tolerated and the lesion evolved normally. However, BCG
Russia induced a lesser extent and absence of the vaccine scar, in some cases.
CONCLUSIONS: The cytokine profiles induced after vaccination with BCG Moreau and
BCG Russia strains are complex but similar. Both strains were associated with the classic Thl
pattern, with the production of IL-2 and IFN-y, but only BCG Russia stimulated the
inflammatory cytokines IL-6, TNF, and IL-10. The vaccine induced a mild immune response
in vitro against Mtb but associated with inflammation after BCG Moreau. Immunization was
well tolerated and the lesion evolved normally. In the group vaccinated with the BCG Russia,
the regulation of the immune response by IL-10 may explain the supposed development of a
milder lesion and less scaring.

Palavras-chave: BCG Vaccine, Infants, Cytokines.
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1 INTRODUCAO

Tuberculose (TB), doenca infectocontagiosa causada por Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), atingiu globalmente cerca de 10 milhdes de individuos em 2018, com uma taxa média
de 130 casos a cada 100.000 habitantes. Além disso, a TB foi responsavel pela morte de 1,5
milhdo de pessoas. Apesar da gradual e discreta reducdo da incidéncia (2% entre 2017 e 2018),
a doenca ainda é considerada um grave problema de sadde publica (WHO, 2019). Embora a
forma clinica da doenca atinja principalmente os pulmdes, o bacilo pode migrar para outros
orgdos e tecidos, como linfonodos, pleura, ossos/articulagdes e meninges por disseminacao
hematogénica ou linfatica, e causar uma TB extrapulmonar, forma grave e mais comum em
criancas (RAMIREZ-LAPAUSA; MENENDEZ-SALDANA; NOGUERADO-ASENSIO,
2015; WHO, 2018)

Uma das principais medidas de prevenc¢do da doenca é administracdo da vacina Bacille
Calmette Guérin (BCG), nos primeiros meses ou anos de vida do recém-nascido. Sabe-se que
a vacinacdo com BCG ¢ indiscutivelmente eficaz em reduzir a morbimortalidade contra as
formas extrapulmonares e/ou graves da doenca (PEREIRA et al., 2007). No entanto, contra a
forma pulmonar, cerca de 85% dos casos, a protecdo ainda é limitada, variando entre 0 e 80%
(MANGTANI et al., 2014). No Brasil, a eficacia da BCG contra a forma pulmonar da TB foi
de 44% (1C 95%: 20-60), variando entre 51 (24-68) e 24% (-54-73), nas cidades de Salvador e
Manaus, respectivamente.

E possivel que alguns fatores possam influenciar na proteco: a pré-sensibilizacio com
micobactérias ambientais, diferencas metodoldgicas de preparo, variacdo biolégica entre as
diversas cepas de BCG e, consequentemente, propriedades imunogénicas discordantes entre as
cepas. No entanto, ainda ndo existe consenso sobre a real eficacia e o0 mecanismo de protecédo
imunologico induzido pela vacina BCG. Acredita-se que a atividade de linfécitos T CD4+
produtores de IFN- y seja fundamental, mas néo suficientes para prevencao total da TB.

Recentemente, a fabricacdo da vacina BCG Moreau pela Fundagdo Ataulpho Paiva
(FAP) no Rio de Janeiro foi descontinuada, impactando significativamente no Programa
Nacional de Imunizagdo (PNI) do pais. Em substituicdo a vacina BCG Moreau, a BCG Russia
passou a ser administrada também no Brasil. Esta cepa ¢ fabricada pelo Serum Institute of India
(SII) e utilizada em diversos paises da Asia, Europa, Africa, Américas Central e do Sul. A
mudanga de cepas, incita questionamentos sobre efeito protetor da vacina na populacdo
brasileira (ANTAS; FLORES-VALDEZ; SHANN, 2018). Portanto, ao considerar a utilizacdo

da cepa Russia em substituicdo a cepa Moreau no Brasil, faz-se necessario o desenvolvimento
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de um estudo que avalie e compare a resposta imune induzida pelas duas cepas em neonatos,

assim como a influéncia da cepa na cicatrizagéo vacinal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TUBERCULOSE: ASPECTOS GERAIS E AGENTE ETIOLOGICO

O género Mycobacterium € constituido por mais de 170 espécies de micobacterias,
incluindo bacilos patogénicos, ndo-patogénicos e oportunistas. Dentre as micobactérias
patogénicas destaca-se 0 Mtb, agente causador da TB descoberto em 1882 pelo médico
patologista Robert Koch, pertencente a ordem Actinomycetales e a familia Mycobacteriaceae.
Embora esta seja a principal micobactéria associada a doenca, dependendo da regido e do estado
imunolodgico do hospedeiro, micobactérias de outras espécies do género também podem causar
a doenca (GAGNEUX, 2018; SOINI; MUSSER, 2001).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a TB € uma das 10 principais causas
de 6bitos no mundo e esta no topo da lista de doencas infecciosas causadas por um Unico agente
gue mais mata, superando inclusive a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana/Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV/AIDS) (WHO, 2019). No ano de 2018,
foram notificados 10 milhdes de casos novos, sendo 57% no sexo masculino, 32% em mulheres,
11% em criancas e 8,6% em pessoas que vivem com o HIV (Figura 1). Estes dados revelam a
grande dificuldade de controle da doenca, mais uma vez evidenciada como um problema

prioritario de salude publica no pais e no mundo.
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Figura 1. Incidéncia de tuberculose no mundo em 2018. Fonte: (WHO, 2019).

A TB atinge todos os paises e pode afetar pessoas de qualquer idade. Cerca de 57% de
todos os casos da doenca ocorrem em individuos do sexo masculino e adultos. Em mulheres,
essa estimativa chega aos 32%, e 11% em criangas (WHO, 2019). Embora os numeros ainda
sejam altos, no periodo entre 2000 e 2018, a incidéncia de TB vem diminuindo cerca de 1,6%
ao ano, o que € insuficiente para atingir o objetivo previsto no programa The End TB Strategy
(WHO, 2015). Esse continua sendo um grande projeto de estratégias com o objetivo de reduzir
0 numero de casos e Obitos provocadas pela TB até 2035. Deste modo, a vigilancia
epidemioldgica deve priorizar medidas preventivas e de controle da TB. Tais estratégias devem
ser planejadas de acordo com a realidade local dos municipios, de maneira que as metas e
objetivos delineados pelo The End TB Strategy e pelo Ministério da Satde (MS) sejam atingidos
(WHO, 2019).

2.3 TRANSMISSAO E RESPOSTA IMUNE

A transmissdo do Mtb ocorre pelas vias aéreas, através da inalacdo de aerossois
contaminados com o bacilo, expelidos por um individuo bacilifero, durante a tosse, espirro ou
contato proximo ao falar. A quantidade de bacilos expelidos, a cepa infectante, sua viruléncia
e tempo de exposicdo sdo fatores que afetam diretamente a transmissdo de um individuo
infectado a um sadio (SCRIBA; COUSSENS; FLETCHER, 2016)
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A infecgdo se inicia quando o Mtb atinge os alvéolos pulmonares e inicia-se uma
resposta imune mediada pela atividade de células fagociticas como macréfagos alveolares
residentes, neutrofilos e células dentriticas (CD). O reconhecimento do patdégeno induz uma
cascata de sinalizacdo que ativa o fator de transcricdo NF-kB no citoplasma das células. Essa
via induz a producdo de citocinas pro-inflamatorias importantes como o fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina-12p80 (IL-12), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1-alfa (IL-1a) e
interleucina-1-beta (IL-1R) (ZUIGA et al., 2012).

A eficiéncia da primeira linha de defesa define a resposta imune subsequente. E possivel
que a resposta imune inicial j& seja capaz de eliminar algumas micobactérias. Nesses casos, no
entanto, ndo ha geracdo de resposta de memoria (COOPER, 2009). A resposta predominante é
mediada por fagocitos que podem processar e apresentar antigenos peptidicos através do
complexo principal de histocompatibilidade do tipo | ou Il (MHC-I ou MHC-I11) para células
nédo sensibilizadas nos linfonodos, com funcdo auxiliadora potencial da resposta imune. Ao
migrarem, os fagdcitos apresentam os antigenos aos linfécitos T CD4+ e T CD8+, e a producéo
de IL-12 por macrofagos induz a polarizagdo T helper 1 (Thl) nos linfocitos, essencial para
controle e combate a infeccdo por Mtb (MOUTINHO D, 2011).

Os linfocitos T e células NK respondem ao estimulo produzindo IFN-y, citocina
inflamatoria que ativa a capacidade microbicida dos macréfagos infectados, levando a uma
maior producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio capazes de eliminar o bacilo.
Diversos estudos evidenciam o papel fundamental do IFN-y na resposta imune, principalmente
no contexto da TB (DOCKRELL; SMITH, 2017). No entanto, sabe-se que uma resposta imune
baseada em IFN-y ndo é suficiente para controle da infec¢do e reducdo da carga micobacteriana
(ABEBE, 2012; ZENG; ZHANG; CHEN, 2018).

Mais recentemente, outros tipos celulares foram relatados na literatura como bons
produtores de IFN-y e, consequentemente, importantes no controle da infecgdo por Mtb: os
linfécitos ndo convencionais, como linfocitos T vo e células NKT-like (BRANDES et al., 2009;
ZUIGA et al., 2012). Linfocitos T yo produtores de 1L-17 estdo aumentados em pacientes com
infeccdo latente (STERN et al., 2009) e sdo importantes mediadores da resposta imune inata
em infeccdo por micobactéria (BRANDES et al., 2009; UMEMURA et al., 2007). Células NK
e NKT-like produzem perforinas, granzimas e citocinas inflamatdrias em resposta a estimulo
com Mtb em individuos previamente sensibilizados (SULIMAN et al., 2016). Além de atuarem
como células efetoras, estudos mais recentes evidenciam a capacidade destas células em

conferir memaria imunolégica (COOPER, 2009).
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No tecido, a relagdo entre a imunidade do hospedeiro e a atividade micobacteriana
resulta na formacdo do granuloma, estrutura organizada e constituida por diversos tipos
celulares. E possivel que a persisténcia de bacilos vivos ou fragmentos de bacilos mantenha a
resposta inflamatoria granulomatosa, com a participacdo de células epiteliais, fibroblastos,
macrdfagos, celulas gigantes e linfocitos T CD4+ e CD8+. (ZUIGA et al., 2012). Sob acéo
primordial do TNF, os granulomas funcionam como uma barreira fisica de contengdo da
infeccdo. No entanto, podem também dificultar a entrada de antibioticos e proteger o patdgeno
da resposta imune adaptativa do hospedeiro, contribuindo para a sobrevivéncia do Mtb
(BARRY et al., 2009).

Enquanto a relacdo patdgeno-hospedeiro ainda ndo esta elucidada por completo, novos
estudos buscam entender a contribuicao de diversos fatores no controle da infeccdo e prevencéo
da reativacdo da doenca (SCRIBA; COUSSENS; FLETCHER, 2016). Recentemente, a
associacao de técnicas imunoldgicas para investigacao dos fenotipos celulares, microambiente
granulomatoso e fatores micobacterianos, juntamente com técnicas de tomografia
computadorizada e tomografia computadorizada por emissao de pésitrons, vem trazendo novas
aspectos interessantes sobre o funcionamento dos granulomas e seu metabolismo (BARRY et
al., 2009; DORHOI; KAUFMANN, 2014; PAl et al., 2016).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

Os principais sintomas da TB incluem tosse persistente, seca ou produtiva, febre
vespertina, perda de apetite e, consequentemente, a perda de peso, sudorese noturna (PAl et al.,
2016). Ao exame clinico, nota-se ausculta pulmonar com diminui¢do do murmdario vesicular,
sopro anfdrico ou aspecto normal. A TB pode se apresentar como uma infeccédo tuberculosa
latente (ITBL), evidenciada pela existéncia de granuloma e resultados do teste tuberculinico,
constituido pelo derivado proteico purificado (PPD), e do ensaio de liberacdo de IFN- vy (IGRA)
positivos, ou ativa, caracterizado pelo resultado positivo de cultura de escarro e baciloscopia.
No entanto, atualmente, considera-se um espectro evolutivo da doenga muito maior, indo desde
um individuo imuno-competente capaz de eliminar a infeccdo, passando pela ITBL, doenga
subclinica e doenga ativa (BARRY et al., 2009; PAl et al., 2016; ZUIGA et al., 2012).

Diversos fatores, incluindo a viruléncia do patdgeno e competéncia imunoldgica do
hospedeiro, irdo influenciar a apresentacdo sintomatica da doencga, bem como a possivel

progressao da forma latente para a forma ativa. Além disso, sabe-se que a infecdo pode ser
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mantida durante anos em estado de laténcia, e o risco de reativacao da doenga pode persistir por
toda vida. No entanto, é possivel que a doenga nunca seja estabelecida. Estima-se que de 5 a
10% dos individuos a infeccdo progredira para doenca ativa em um periodo variavel de meses
a anos apos a primo-infeccdo (ANDREWS et al., 2012).

2.5 CONTROLE DA TUBERCULOSE

Uma importante estratégia de prevencao, sobretudo na satde infantil, é a vacinagdo com
BCG. Administrada em criangas desde 1921, a BCG ¢é a Unica vacina disponivel no mercado e,
embora ainda tenha sua eficacia questionada, seu impacto vai além da redu¢do da incidéncia de
TB extrapulmonar em criancas. Existem evidéncias de que a vacina € capaz de reduzir a
morbimortalidade infantil ndo associada com seu efeito na TB (HIGGINS et al., 2016;
KLEINNIJENHUIS; VAN CREVEL; NETEA, 2014)

25.1 VacinaBCG

2.5.1.1 Histdria e resposta imune

Em 1882, 0o médico alem&o Heinrich Hermann Robert Koch descobriu o Mycobacterium
bovis, bacilo causador da TB bovina (SAKULA, 1982). No entanto, somente 20 anos depois
seu isolamento foi realizado por Edmond Nocard. Nos anos seguintes, o médico bacteriologista
Albert Leon Charles Calmette e o médico veterinario Camille Guérin, pesquisadores do
Instituto Pasteur em Lille, iniciaram estudos com a cepa enviada por Nocard. Em 1919, apds
230 passagens do M. bovis, obtiveram uma cepa incapaz de progredir a doenca em animais.
Esta cepa atenuada e ndo virulenta, passou a ser conhecida como BCG em homenagem aos seus
criadores (LUCA; MIHAESCU, 2013).

A BCG foi administrada em um ser humano pela primeira vez em 1921, na Franca, por
Benjamin Weill-Hall, através da via oral no terceiro, quinto e sétimo dia ap6s 0 nascimento de
um bebé, cuja mée faleceu horas ap6s o parto com sintomas da TB, e que passaria a viver com
sua avo também doente. Nenhuma reacdo adversa foi apresentada e a crianga permaneceu
saudavel. Os resultados promissores obtidos motivaram o Instituto Pasteur a iniciar uma
producdo em massa do BCG (1928), com o objetivo de aumentar cada vez mais o nimero de
criangas imunizadas com a nova vacina (LUCA; MIHAESCU, 2013).
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A partir de 1924, culturas de BCG foram distribuidas para diversos laboratérios do
mundo. Em 1925, uma dessas amostras chegou ao Brasil, por intermédio do médico uruguaio
Julio Elvio Moreau. Na época, a auséncia de conhecimento acerca das possiveis alteracdes
genéticas provocadas por passagens sucessivas de cultura, além da auséncia de agéncias
reguladoras nacionais e/ou internacionais, culminaram na geracdo de dezenas de subcepas
(BENEVOLO-DE-ANDRADE et al., 2005).

Em 1974, a OMS incluiu em seu Programa de Imunizacdo Estendida (EPI) a vacinacédo
com BCG. Mundialmente, ja foram mais de 3 bilhdes de doses administradas e a cada ano sdo
vacinados mais de 100 milhdes de recém-nascidos (GUERRERO; DEBRIE; LOCHT, 2010).
Em 2012, a cepa brasileira— a BCG Moreau Rio de Janeiro - foi reconhecida como estirpe de
referéncia mundial (WHO, 2011).

Embora a BCG seja amplamente utilizada, o conhecimento sobre protecédo induzida pela
vacinacdo ainda é limitado e controverso. A auséncia de um correlato de protecdo vacinal
prejudica a avaliacdo da eficacia, do mecanismo de protecédo induzido, e tem implicacdes diretas
no processo de desenvolvimento de novas vacinas (FLETCHER; DOCKRELL, 2016). O
classico padrdo de resposta imune ao Mtb fez com que grande parte dos estudos de avaliacdo
imunogénica da BCG fosse restrito, principalmente, a analise de células T CD4+ produtoras de
IFN-y e TNF (SOARES et al., 2008).

A avaliacdo da imunogenicidade da BCG (e de novos candidatos vacinais) tem sido
bastante explorada através da analise imunofenotipica de células e quantificacdo de citocinas
(FLETCHER; DOCKRELL, 2016). Em um estudo realizado por Kagina e colaboradores (2010)
foi possivel evidenciar que a vacina BCG induz um complexo padrao fenotipico de células e de
citocinas. A estimulagdo ex vivo de sangue total de recém-nascidos induziu a expressdo
policlonal de citocinas como IFN-y, IL-2 e TNF por linfécitos T CD4+, assim como em células
T CD8+, mas em menor propor¢do. Em menor frequéncia, IL-4 e IL-10 também foram
estimulados. Além disso, perfis celulares caracteristicos de memoria efetora e central,
especificos para o BCG produziram diferentes citocinas (SOARES et al., 2008).

A maturagéo do sistema imune nos primeiros meses de vida parece ser importante para
o0 desenvolvimento de uma resposta mais eficaz frente ao estimulo micobacteriano. Em um
estudo realizado por Shey e colaboradores (2014), criancas mais velhas apresentaram maior
expressao de citocinas pro-inflamatérias como TNF, IL-6 e IL-12p40, quando comparados com
os primeiros dias de vida. Apesar da imunorregulagéo tendendo a um perfil mais Th2, resultados
evidenciaram a quimiocina 8 (CXCL-8) como uma molécula efetora de sinalizagdo de células
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T, capaz de favorecer a indugdo de uma resposta antimicrobiana em neutrofilos e de produgéo
de IFN- y por células T yd (GIBBONS et al., 2014).

A hipdtese de que a BCG é mais eficaz em criangas por induzir uma melhor imunidade
protetora do que em adultos foi discutida e testada em um estudo realizado por Ritz e
colaboradores (2012). Ambos os grupos produziram niveis compardveis de células T
polifuncionais, tanto T CD4+ quanto T CD8+e T yo (RITZ et al., 2012a), sendo que a idade no
momento da vacinacdo influencia a frequéncia de alguns tipos celulares (BIRK et al., 2017a).
Segundo Kagina e colaboradores (2010), o perfil celular e de citocinas estimulados apds a
vacinagdo com BCG ndo foi associada a uma maior protegdo vacinal.

Um outro aspecto da BCG esté relacionado aos seus efeitos heterdlogos, ou seja, efeitos
que vao além da resposta contra a TB, doenca para qual ela foi inicialmente desenvolvida
(KLEINNIJENHUIS; VAN CREVEL; NETEA, 2014). A esse efeito foi dado o termo
“imunidade treinada” — descrito como o processo pelo qual o estimulo antigénico, seja ele uma
infeccdo ou imunizagdo vacinal, é capaz de estimular efeitos contra patégenos nao relacionados
(NETEA; QUINTIN; VAN DER MEER, 2011). No caso da BCG, sua utilizacdo mais comum
fora do contexto da imunologia de doenca infecciosa € no tratamento do cancer de bexiga
(SYLVESTER; VAN DER MEIDEN; LAMM, 2002). Porém, discussbes recentes
evidenciaram a imunidade treinada da BCG a modificacdes epigenéticas em células da
imunidade inata como mondcitos e macrofagos, através do receptor NOD-2 e metilagdo de
histonas do DNA, melhorando a capacidade dessas células de responder aos estimulos
antigénicos subsequentes (KLEINNIJENHUIS et al., 2012).

2.5.1.2 Eficacia e limitacoes

O primeiro estudo sobre a eficacia do BCG foi publicado por Calmette em 1927, onde
foi relatado que de 969 criancas nascidas de mées ou em contato préximo com individuos
doentes, e vacinadas entre 0s anos 1921 e 1927, apenas 3,9% morreram de TB ou causa
indeterminada. Em comparacgéo, a mortalidade no grupo de criangas néo vacinadas foi de 32,6%
(BLOOM, 1994).

Desde entdo, diversas publicacfes tém demonstrado variagdes na eficacia da vacina
BCG, especialmente contra a forma pulmonar (BARRETO; PEREIRA; FERREIRA, 2006;
HART; SUTHERLAND, 1977; PEREIRA et al., 2007). Estudos realizados em S&o Paulo,

Recife e em diversas regifes do mundo, demonstraram uma elevada prote¢do conferida pela
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primeira dose da vacina BCG contra meningite tuberculosa e a TB miliar (DANTAS et al.,
2006; MANGTANI et al., 2014; WUNSCH FILHO et al., 1990). A BCG é administrada no
primeiro més de vida do recém-nascido e é, indiscutivelmente, eficaz na reducéo da morbidade
e mortalidade por TB nessas formas (RODRIGUES; DIWAN; WHEELER, 1993).
Independentemente do tipo de estudo (ensaio clinico ou caso-controle), a protecdo é superior a
80%, 0 que justifica a sua utilizagdo nas politicas publicas brasileiras (PEREIRA et al., 2007).

Por outro lado, os estudos que avaliam a protecao da vacina contra a TB pulmonar séo
bastante heterogéneos, apresentando eficacia variavel entre 0 e 80%, dependendo
principalmente do local de estudo e idade dos participantes (MANGTANI et al., 2014). No
Brasil, a hipdtese de que a revacinagdo poderia reforcar a imunidade perdida ao longo do tempo
foi testada, e se mostrou inviavel. A segunda dose da BCG em criancas com idade escolar
apresentou eficacia de 9 a 12%, sendo maior em Salvador (quase 20%) do que em Manaus
(praticamente zero), dependendo também do grupo avaliado (BARRETO et al., 2011).

Além disso, observa-se que as maiores taxas de eficacia sdo observadas no periodo
neonatal, com uma diminuicao da resposta imune induzida pela vacina com o aumento da idade
(BARRETO et al., 2011; RODRIGUES; DIWAN; WHEELER, 1993). Em 2016, Nguipdod-
Djomo e colaboradores (2016) sugeriram a partir de dados provenientes de populacéo
norueguesa, que a protecédo conferida pela vacina BCG parece durar mais do que a previamente
descrita na literatura, podendo chegar até os 45 anos de idade, aproximadamente. No entanto,
a efetividade vacinal reduziu ao longo dos anos. A vacinacdo em crianca de idade escolar
oferece protecdo moderada por pelo menos 20 anos (MANGTANI et al., 2017).

As variacOes observadas na eficécia da vacina tém mobilizado grupos de pesquisadores
na investigacdo do que pode estar causando essas variacdes. Algumas hipoteses tém sido
levantadas para explicar essas divergéncias, e dentre elas, 0 mascaramento e/ou bloqueio da
resposta imune por conta de uma pré sensibilizacdo com micobactérias ambientais, diferencas
metodologicas de preparo, a variacdo biologica entre as diversas cepas do BCG e,
consequentemente, propriedades imunogénicas discordantes entre as cepas, podendo também
provocar reagOes discordantes. No entanto, ndo existe consenso a respeito (BROSCH et al.,
2007; DOCKRELL; SMITH; LALOR, 2012).
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2.5.2 Cepas Vacinais

Devido a distribuicéo da cepa original de BCG para diversos paises no inicio do século
XX e a quase inexistente padronizagdo de protocolos para passagem das culturas, as cepas
continuaram em processo de evolucdo (Figura 2) (ABDALLAH et al., 2015). Em 1999, ensaios
de hibridizacéo foram realizados por Behr e colaboradores afim de estudar as diferencas génicas
entre 0 Mth e 0 M. bovis, e entre 0 M. bovis e suas cepas filhas de BCG (BEHR; CIU;
SALAMON, 1999). Os resultados encontrados permitiram a identificacdo de regiGes génicas
exclusivas do Mth. Devido ao continuo processo de atenuacdo do M. bovis, diversas outras
regibes génicas foram sendo progressivamente perdidas. As subcepas vacinais apresentam
delecdes nas regides de diferenca (RD)1, RD2, RD8, RD14 e RD16.
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Figura 2. Genealogia das cepas de BCG. Fonte: (ABDALLAH et al., 2015).

A suspeita em relacdo a qual mutacdo era de fato responsavel pela atenuacdo da BCG
foi levantada em varios estudos filogenéticos (ABDALLAH et al., 2015; BEHR; SMALL,
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1999; BROSCH et al., 2007; HAYASHI et al., 2009; LEUNG et al., 2008; PAN et al., 2011).
A RD1, regido ausente nas cepas de BCG e presente no Mtb, inclui genes associados a fatores
de viruléncia como o antigeno alvo de secrecdo primaria (ESAT-6) e a proteina de filtrado de
cultura de 10 kDa (CFP-10). Nos ensaios in vitro, a cepa laboratorial de Mtb H37Rv knock-out
para RD1 foi capaz de mimetizar o BCG atenuado, apresentando menor viruléncia quando
comparada com a cepa original, e similar a viruléncia de cepas vacinais, mostrando que a perda
dessa regido foi essencial para a atenuacao das cepas seguintes (LEWIS et al., 2003).

Assim, diante de tantas mutacgdes que levaram a diferentes graus de atenuacao, as cepas
vacinais de BCG séo cientificamente classificadas em dois grupos. As cepas iniciais (“early
strains ) conservam trés tipos de acidos micdlicos na parede celular (alfa-, keto-, methoxy-),
fortes indutores de 6xido nitrico e citocinas pro-inflamatorias. As cepas que seguiram a partir
da mutacdo deletéria no gene mma3, responsavel pela producéo de 4cido metoximicolato, foram
chamados de cepas tardias (“late strains™). O trealose dimicolato (TDM) extraido das cepas
iniciais possuem maior propriedade imunoestimuladora do que 0 mesmo composto extraido das
cepas tardias (HAYASHI et al., 2009).

A distribuicdo das cepas de BCG pelo mundo foi relatada por Ritz e Curtis (2009), ao
discutir que as divergéncias entre elas podem estar relacionadas com alteragbes na
epidemiologia de eventos adversos p6s-BCG e eficécia variavel (Figura 3) (RITZ; CURTIS,
2009). Evidéncias sugerem que as diferencas genéticas entre cepas de BCG podem influenciar
na eficacia protetora da vacinacao contra a TB. Segundo Wu e colaboradores (2007), neonatos
vacinados com trés cepas de BCG apresentaram padrfes de expressdo génica distintos. A
vacinacdo com a cepa Moreau e Danish induziu maior expressdo de citocinas envolvidas na
resposta imune adaptativa, como IL-12, IL-27 e IFN-y. Enquanto que criangas vacinadas com
a cepa Japdo tiveram respostas imunes mais associadas com o perfil pré-inflamatério, como IL-
1a, IL-1b, IL-6, em resposta ao CFP-10. Um estudo sobre o padréo de morte celular e producgéo
intracelular de citocinas teve resultados que corroboraram com a imunogenicidade mais
acentuada da cepa Moreau em relacao as cepas tardias. Nos ensaios in vitro, a cepa Moreau foi
capaz de induzir mais apoptose e estimular melhor producdo de citocinas do tipo Thil, ja

relatadas como fundamentais na resposta imune a TB (PONTE et al., 2017).
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Figura 3. Distribuicdo das cepas de BCG no mundo entre 2003 e 2007. Fonte: (RITZ;
CURTIS, 2009).

Corroborando a hipétese da variacdo entre as cepas, uma andlise transcriptbmica e
protedmica realizada em 14 cepas de BCG demonstrou a existéncia de perfis metabolicos
distintos, capazes de induzir adaptacdes na parede celular e, consequentemente, refletir na
propriedade imunogénica dessas bactérias (ABDALLAH et al., 2015).

Estudos que comparem a resposta imune frente a vacinagdo com diferentes cepas de
BCG sdo necessarios para melhor compreensdo das lacunas ainda existentes, ja que a
identificacdo de correlatos de protecdo induzidos pela vacinacdo podem auxiliar no controle da
TB (BEHR, 2002; PONTE et al., 2017; RITZ et al., 2008). No entanto, apesar de termos
evidéncias suficientes que demonstrem a disparidade genotipica e fenotipica das cepas de BCG,
ainda ndo foram realizadas avaliacGes suficientes capazes de determinar a superioridade de uma
Unica cepa em relacdo as demais. A identificagdo de uma vacina mais imunogénica e protetora
pode ter efeitos dramaticos no controle da doenca em escala mundial, principalmente em
criancas (RITZ et al., 2012b).

A crise na producédo de diversas BCGs pelo mundo ja teve seu reflexo no aumento da
incidéncia de meningite tuberculosa em 2017 (DU PREEZ et al., 2019). Evidenciando esse
problema, no ano anterior, a Fundagéo Ataulpho Paiva (FAP) suspendeu a producdo da BCG
Moreau no Brasil devido a problemas nas “boas praticas de fabricagao” (CERNUSCHI et al.,
2018). Assim, devido a descontinuidade desta producéo, o Brasil passou a utilizar, desde janeiro

de 2018 a vacina BCG Russia, desenvolvida na Serum Institute of India (SII). A substituigcéo
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da cepa vacinal do pais foi reportada em 2017, no entanto, a producéo local da BCG Moreau ja
foi reestabelecida.

2521 BCG Moreau e BCG Russia

De acordo com analises genealdgicas, as cepas BCG Moreau e BCG Russia sdo
proximas e fazem parte das cepas iniciais, sendo ambas portanto, cepas imunogénicas
(HAYASHI et al.,, 2009). Ambas se diferenciam das demais cepas por apresentarem um
polimorfismo génico (1S6110) proximo ao gene phoP, parte do sistema phoP-phoR, envolvido
no metabolismo de fosfato (BROSCH et al., 2007). Tal mutacdo também foi associada a fatores
de viruléncia lipidica da parede celular das bactérias, assim como no sistema ESX de secrecao
(LEUNG et al., 2008).

O genoma completo do BCG Moreau foi descrito em 2011 por Gomes e colaboradores
(2011), sendo confirmada a delecdo da RD16, caracteristica da cepa quando comparada com o
Mtb, a delecdo nos genes fadD26-ppsA (976 pares de base), e a presenca da duplicacdo em
tandem DU2-1 (referente a regifo 1S6110) (GALVAO et al., 2014; GOMES et al., 2011). A
cepa brasileira vem sendo descrita como uma das mais imunogénicas e com menores taxas de
efeitos adversos (BENEVOLO-DE-ANDRADE et al., 2005). Em 2008, Keller e colaboradores
identificaram uma delecdo mutacdo no gene recA da cepa BCG Russia, 0 que possivelmente
confere uma maior estabilidade contra mutacdes posteriores. Em 2015, o genoma completo da
BCG Russia foi publicado por Ludannyy e colaboradores. Outras caracteristicas da BCG
Russia, como a regido DU2-I, a duplicacdo do 1S6110, e a RDRussia, foram encontradas
posteriormente em uma analise mais robusta (SOTNIKOVA et al., 2016). Atualmente, a BCG
Russia é utilizadas em diversos paises da Asia, Europa, Africa, América do Central e do Sul
(Figura 3) (LUDANNYY et al., 2015).

Considerando a auséncia de estudos que utilizem os mesmos critérios e metodologias,
Ritz e colaboradores (2012b) realizaram um estudo de avaliacdo de eficacia com trés cepas
tardias de BCG. A vacinagdo de neonatos com a cepa Russia induziu menor proporcao de
células T CD4+ polifuncionais (0,007%) do que os grupos vacinados com BCG Denmark
(0,013%) e BCG Japéo (0,016%). A supressao de mce2A, mce2B, mce2C, mce2D, mcedA,
yrbE4A e yrbE4B foi encontrada em diversas cepas de ambos 0s grupos (cepas recentes e
tardias), como BCG Pasteur, Moreau, Connaught e Frappier. Por outro lado, a expressao do
gene regulador do operon mcel, o mcelR, esteve aumentada em todas as cepas, menos na BCG
Russia (ABDALLAH et al., 2015). Segundo Casali, White e Riley (2006), a super-expressao
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do gene regulatorio estd associado a menor atividade do operon mcel, e consequentemente,
atenuacéo da cepa.

Em relacdo a cicatriz vacinal, nenhum estudo realizou a comparacéo direta da BCG
Moreau e BCG Russia. No entanto, a cicatriz € considerada como a confirmacdo de uma
vacinagao efetiva e, portanto, corresponde ao estado vacinal “positivo” (BIRK et al., 2017b;
SANTIAGO et al., 2003). Além disso, a presenga da cicatriz vacinal foi correlacionada com a
positividade do teste tuberculico em neonatos, sendo a maioria (72,9%) vacinada antes do
sétimo dia pos nascimento (DHANAWADE et al., 2015).

Dessa maneira, apesar dos estudos descrevendo as similaridades entre as cepas BCG
Moreau e BCG Russia, é evidente que cada cepa possui suas particularidades. Entretanto, ainda
ndo € possivel assumir que essas diferencas entre as cepas sejam observadas in vivo, uma vez
gue quase ndo ha avaliagbes simultaneas, e a divergéncia de metodologias impede uma
interpretacdo mais complexa dos dados. E interessante que toda e qualquer oportunidade de
comparacao entre as cepas vacinais de BCG sejam exploradas ao maximo, visando um melhor
entendimento sobre a imunidade protetora conferida, assim como possivel superioridade de

uma cepa sobre outra, e suas implicacdes nos programas de imunizacao.
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OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a resposta imune celular de neonatos vacinados com BCG Russia e BCG

Moreau.

3.2 ESPECIFICOS

Analisar o perfil de citocinas induzidas em culturas de sangue total apds
administracdo vacinal de BCG Moreau e BCG Russia.
Comparar a producdo de citocinas estimuladas por antigenos micobacterianos

antes e ap6s a vacinacdo com BCG Moreau e BCG Russia.
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4 CASUISTICA E METODOS
4.1 DESENHO DE ESTUDO

Apobs alta hospitalar, neonatos saudaveis encaminhados para vacinagdo foram
identificados e recrutados para o estudo (pré-BCG), mediante aceite dos responsaveis. A
alocacdo dos neonatos nos grupos (BCG Moreau e BCG Russia) ocorreu de acordo com a
disponibilidade de estoque das vacinas e rotina/demanda estabelecida pela maternidade.
Durante 0 més de dezembro de 2018, somente a vacina BCG Moreau foi aplicada, devido ao
prazo limite de uso dos lotes vacinais. A partir de janeiro, os neonatos foram vacinados somente
com BCG Russia. Por esses motivos, ndo foi possivel realizar a randomizacao e cegamento do
estudo.

Durante os trés meses de acompanhamento, as visitas foram realizadas pela equipe
técnica do projeto. Quando a visita local ndo foi possivel, esta foi substituida por ligacdo aos
pais. Ao final dos trés meses, os neonatos foram reavaliados em uma visita realizada pela equipe
da Fiocruz, onde nova amostra bioldgica foi obtida para repeticdo dos ensaios imunoldgicos
(P6s-BCG; Figura 4).

A B
. / Adm BCG Maoreau A / ﬁ%‘dm BCG Russia

v| 3 meses v > Tempag "’| 3 meses ' . Tempo

Pré-BCG Pis-BCG i PréBCG P6s-BOG
Identificacio e Acompanhamento: Identificacio e Acompanhamento:
recrutamento: Coleta de sangue para recrutamento: Coleta de sangue para

Coleta de sangue para andlise imunoldgica Coleta de sangue para andlise imunoldgica

andlise imunoldgica andlise imunoldgica

Figura 4. Desenho de estudo e grupos BCG Moreau (A) ou BCG Russia (B).

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi conduzido na Maternidade de Referéncia Professor José Maria de

Magalhédes Netto (Distrito Sanitario da Liberdade, rede publica de satde do Estado da Bahia),
no bairro do Pau Miudo em Salvador, Bahia, sendo todas as analises laboratoriais executadas
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no Instituto Gongalo Moniz — Fundagéo Oswaldo Cruz (IGM — Fiocruz Bahia). Considerando
a dimens&o local do estudo, todas as visitas domiciliares foram realizadas nos municipios de

Salvador e Lauro de Freitas.

4.3 POPULACAO DE ESTUDO

A populacdo de estudo foi composta por neonatos, considerando 0s seguintes critérios
de inclusdo: nascidos entre 38? e 412 semana de gestacdo, sem patologias genéticas reportadas
ou de outra natureza; com até 7 dias de vida; peso acima de 2kg; e ainda ndo vacinados com
BCG; moradoras de Salvador ou Lauro de Freitas. Os critérios de exclusdo utilizados foram:
evidéncia de TB pulmonar ou extrapulmonar; mae em uso de drogas imunomoduladoras
durante a gravidez e/ou amamentacdo; mae e/ou neonato com suspeita ou diagnostico de
imunodeficiéncia ou infeccdo por HIV; mae com suspeita ou diagndstico de doenca cronica;
neonato com suspeita ou diagndstico de doenca aguda e/ou cronica.

4.4 TAMANHO AMOSTRAL

Estipulou-se um universo amostral de conveniéncia coerente com 0 tempo, 0S custos e
a viabilidade dos ensaios laboratoriais. Apos finalizacdo do acompanhamento e ja considerando
as perdas de seguimento, os neonatos foram avaliados em dois grupos de estudo:

BCG Moreau (n=6): neonatos vacinados com BCG Moreau.

BCG Russia (n=9): neonatos vacinados com BCG Russia.

4.5 CONSIDERACOES ETICAS

Os dados utilizados neste trabalho foram obtidos durante a realizagdo do projeto
intitulado: “Avaliagdo da efetividade da BCG Russia no Brasil”, o qual foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), conforme o
parecer n° 2.850.322, CAAE: 81681517.2.0000.5030. Seguindo a Resolugéo 466/12, todos 0s
responsaveis pelos participantes do estudo foram esclarecidos verbalmente e por escrito sobre
0s objetivos do trabalho, sua forma de participacdo, possibilidades de reacGes adversas e
complicacdes, procedimentos a serem seguidos nestes casos e formas de contato com o

coordenador do estudo.
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Todos os responsaveis pelos participantes atestaram sua concordancia com o estudo
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sendo estes
assinados e arquivados no IGM sob a guarda do pesquisador proponente. Toda participacdo no
estudo foi voluntaria e os dados pessoais coletados durante o estudo serdo mantidos em
confidencialidade. Para isso, cada individuo recebeu um unico nimero de identificacdo como

participante do estudo.

4.6 ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS

4.6.1 Questionario

Apds recrutamento dos neonatos, mediante concordancia dos pais ou responsaveis
legais sobre a participagdo no estudo e assinatura do TCLE, foi aplicado um questionario com
0 objetivo de coletar dados demogréficos, idade, género, histérico médico, estado imunoldgico,
fatores de risco, vacinacdo prévia com BCG. Os voluntarios foram acompanhados
semanalmente para identificar possiveis eventos adversos e verificagdo do processo de
cicatrizacdo pos-vacina. Os dados foram registrados em tablets com sistema digital de
informac&o programados para incluir todos os dados desde o momento inicial do estudo até o

final do acompanhamento.

4.6.2 Coleta de sangue e vacina BCG

Apos aplicacdo do TCLE e questionario, foi realizada uma punc¢édo venosa para coleta
de aproximadamente 2mL de sangue em tubo com heparina. As amostras coletadas na
maternidade foram levadas pela equipe do projeto a Fiocruz em um periodo maximo de duas
horas em acondicionamento ambiente, e processadas conforme protocolo de cultura de sangue
total (item 4.6.3) no Laboratério Avancado de Saude Publica (LASP) do Instituto Gongalo
Moniz (IGM), Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), em até trés horas apos a coleta.

As cepas de BCG foram fornecidas pela Secretaria Municipal de Saide do Municipio de
Lauro de Freitas, e administradas na sala de vacina da Maternidade de Referéncia Magalh&es Neto.
Todas as vacinas foram mantidas em condicdo padronizadas de refrigeracdo (2 a 8°C) e
armazenamento maximo de 6 horas ap6s abertura do vial. A vacina foi aplicada sob via intradérmica
na regido do musculo deltoide, sendo 0,1ml de BCG Moreau e 0,05ml de BCG Russia, de acordo

com as normas dos respectivos fabricantes. A escolha da cepa vacinal foi realizada de acordo com
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o dindmica semanal de vacinacao do hospital. Além disso, dados relacionados ao desenvolvimento
de TB nos bebés incluidos no estudo, assim como a correlagdo entre doenca e formacao de cicatriz

vacinal, poderéo ser publicados futuramente apos finalizagdo da coorte epidemiologica.

4.6.3 Cultura de sangue total

Sangue venoso foi diluido 1:5 em meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de antimic6tico/antibidtico. O volume
total diluido foi distribuido em uma placa de 96 pocos com fundo U, 200uL/poco, conforme
descrito na literatura (SMITH et al., 2017). Dependendo do volume sanguineo disponivel, 8
pocgos foram estimulados nas seguintes condicOes experimentais: controle negativo (CN: sem
estimulo, apenas sangue total diluido em RPMI), Mtb (H37Rv-inativo por calor) e BCG
(Moreau ou Russia). Apos um periodo de 72 horas de incuba¢do a 37°C em estufa com 5% de
CO», os sobrenadantes de cultura de cada condigdo foram coletados, distribuidos em duas
aliquotas e armazenadas a -20°C, para posterior quantificacdo de citocinas. As hemacias
depositadas no fundo dos pogos foram lisadas com Red Blood Cell Lysis Buffer (NH4CI,
KHCO3s e EDTA-2Na) preparado in house e lavadas posteriormente com salina 0,9%.

As cepas vacinais BCG Moreau (FAP) e BCG Russia (SIl) foram reconstituidas de
acordo com as instru¢des da bula e diluidas em meio de cultura RPMI suplementado para ajuste
de concentracdo (2x10° bacilos/mL). Experimentos de padronizacdo foram realizadas para
determinacéo da concentracao ideal de bacilos utilizadas nos ensaios de cultura de sangue total.
Para avaliacdo da possivel resposta protetora induzida pela vacinacdo com BCG contra a
infeccdo pelo agente causador da doenca, também foram realizadas culturas de sangue total na
presenca de 2x10° bacilos de Mtb inativados por calor (H37Rv-HK) (SHEY et al., 2014). Os
leucdcitos totais recuperados apés a coleta do sobrenadante das culturas e lise das hemacias foram

criopreservados para anélises imunofenotipicas posteriores
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Figura 5. Esquema metodoldgico dos ensaios in vitro de culturas de sangue total. Em vermelho:
figura corresponde aos dados de cada condigdo. CN: controle negativo.

4.6.4 Quantificacdo de citocinas por ensaio de citometria com microesferas

A quantificagéo de citocinas foi realizada nas amostras de sobrenadantes de culturas,
com a utilizacdo do kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) (BD Biosciences, San Diego, CA),
de acordo com as instruc6es fornecidas pelo fabricante. Foi utilizado um volume de 50uL de
cada amostra no ensaio, para quantificacdo de IL-2 (limite de deteccdo: 2,6pg/mL), IL-4 (4,9
pg/mL), IL-6 (2,4 pg/mL), IL-10 (4,5 pg/mL), IFN-y (3,7 pg/mL), TNF (3,8 pg/mL) e IL-17A
(18,9 pg/mL). Todas as amostras (pré-BCG e pds-BCG) foram processadas simultaneamente

em um mesmo experimento para evitar variacao interexperimental.
4.6.5 Avaliacédo do processo de cicatrizacdo da lesdo vacinal

O local de aplicacao da vacina foi avaliado e medido periodicamente até a 122 semana
de acompanhamento ou até a formacdao da cicatriz. A lesdo foi medida com auxilio de uma fita
métrica e registrada com fotos. Foi definida como reacdo normal & vacina, uma induracdo com
ou sem vermelhidédo ao redor, com diametro menor que 10mm. Todas as fotos foram realizadas
usando um tablet (modelo utilizado para preenchimento dos questionarios digitais) ou celular,
sendo o backup atualizado semanalmente e armazenado no ISC-UFBA sob protecdo da equipe
coordenadora do estudo. Posteriormente, as fotos foram classificadas de acordo com o grupo
ao qual o RN foi incluido e sua identificacdo no estudo. As fotos foram nomeadas com a data
de registro, niamero de identificacdo do questionario de cada RN, nimero da semana (entre TO
— pré vacinacdo e S24 — 24 semanas pés vacinacgao), e numero da verséo da foto.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram organizados digitalmente em uma planilha Excel (Microsoft
Excel 2016) e analisados usando o programa GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad Inc., San Diego,
CA). Variaveis categodricas e numeéricas, foram descritas em tabelas através da frequéncia
absoluta (n), relativa (%) e mediana (medida de tendéncia central) e intervalo-interquartil (IQR;
medida de dispersdo), respectivamente. Graficos tipo dotplot foram utilizados para avaliar a
quantificacdo e comparacdo das citocinas produzidas pelos RNs dos grupos BCG Moreau e
BCG Russia, em diferentes tempos. Para avaliar a distribuicdo da amostra, foi realizado o teste
D’agostino-Pearson. O teste Wilcoxon foi usado para para avaliar a significancia estatistica de
amostras ndo paramétricas entre dois grupos pareados, e o teste t-student, para amostras
paramétricas entre dois grupos ndo pareados. Para comparagdo de amostras ndo paramétricas,
entre trés ou mais grupos ndo pareados foi usado o teste Kruskal-Wallis. Variaveis categoricas
foram avaliadas pelo teste Exato de Fisher. A significancia estatistica foi determinada a partir
de valores de p<0,05. Nos gréaficos, os valores de p significativos foram descritos usando
asteriscos: <0,05*, <0,01**, <0,001*** e <0,0001****,
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5 RESULTADOS

5.1 FLUXOGRAMA DO ESTUDO E AVALIACAO DEMOGRAFICA DOS RECEM-
NASCIDOS.

Entre dezembro de 2018 e janeiro de 2019, 36 neonatos vacinados com BCG foram
recrutados para o estudo. De acordo com a disponibilidade de lote vacinal e rotina/demanda da
maternidade, ou seja, ndo randomizada, os neonatos foram alocados em dois grupos: BCG
Moreau e BCG Russia. Dos 36, 13 (36,1%) RNs foram excluidos devido a coleta venosa sem
sucesso ou coleta insuficiente de sangue. Dentre os 23 neonatos restantes, sete foram vacinados
com a cepa Moreau, e 16 com a cepa Russia. Apds uma perda de seguimento de oito neonatos,
foram acompanhados seis (16,7%) neonatos vacinados com a cepa Moreau e nove (25%)

vacinados com a cepa Russia (Fgura 6).

Recrutamento

Populacio de estudo (N=36)
Recém-nascidos saudaveis candidatos
para vacinagdo com BCG

Alocagdo
| BCG Moreau (n=11) | | BCG Russia (a=25) |
Exclusdes Exclusdes
+  Coletas sem sucesso (0=3) fe-------ooommeeeed L + =+ Coletas sem sucesso (n=1)
- Coleta insuficiente (n=1) + Coleta insuficiente (n=%)
| BCGMoreau(n=7) | | BCG Russia(n-16)
Acompanhamento Exclusdes
Exclusdes S L » Nio retornou contato (n=>5)
Mudanea de cidade (n=1) » Nio recebeu a equipe (n=1)
+ Coleta insuficiente (n=1)
Andlise
| BCGMoreau(n=6) | | BCG Russia(n=9)

Figura 6. Fluxograma de populacéo de estudo.

As informacgdes coletadas atraves dos questionarios foram descritas na Tabela 2. Apesar
do recrutamento ter sido feito em livre demanda, ndo houve diferenca estatistica entre as
caracteristicas avaliadas nos dois grupos, como sexo genital, peso, comprimento ao nascer e
idade.

Quanto a avaliacdo de imunizacdo materna, foi observada a presenca ou auséncia da

cicatriz vacinal da BCG em ambos os membros superiores. A cicatriz esteve presente em 4
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(66,6%) das maes dos RNs do grupo BCG Moreau e em 6 (66,6%) maes de RNs do grupo BCG
Russia. Além disso, trés maes (de neonatos vacinados com BCG Moreau) reportaram contato
prévio com pacientes diagnosticados com TB, sem definicacdo sobre o tipo de contato e

duracéo.

Tabela 1. Caracteristicas demogréaficas de neonatos imunizados com BCG.

Recém-nascidos Valor de p
Variavel BCG Moreau BCG Russia
n (%) n (%)

N (%) 6 (40) 9 (60)
Sexo, n (%)

Feminino 4 (66,6) 3(33,3) 03142

Masculino 2 (33,3) 6 (66,6) ’
Idade (dias) + DP 35+11 3,1+1,0 0,424 °
Peso (g) £ DP 3080,0 + 326,7% 3310 +525,9 0,354°
Comprimento (cm) = DP 48,5 + 1,29% 49,1 +3,7* 0,657 °
Cicatriz vacinal materna (%) 4 (66,6)% 6 (66,6)° >0,999 °
Contato materno TB (%) & $

Sim 3 (75) 0 (0) a

N0 1(25) 6 (100) 0,033

*Dado de 1 participante ndo disponivel. €Dado de 2 participantes ndo disponiveis. *Dado de 3
participantes ndo disponiveis.

8 Teste Exato de Fisher

b Teste t-student ndo pareado

5.2 PRODUCAO BASAL DE CITOCINAS EM NEONATOS VACINADOS COM BCG.

A resposta imune basal dos neonatos foi avaliada através da deteccdo de citocinas dos
sobrenadantes de culturas ndo estimuladas (CN) nos momentos pré-BCG e pds-BCG. Apds trés
meses, 0 grupo vacinado com BCG Moreau apresentou aumento na producéo das citocinas IL-
2, IL-10, caracteristicas de uma resposta menos inflamatoria e mais regulatéria. Em
contrapartida, nenhuma mudanca foi detectada no perfil de citocinas no grupo vacinado com

BCG Russia. Ndo houve nenhuma diferenca em relagdo as demais citocinas (Figura 7).
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Figura 7. Produgéo basal de citocinas em neonatos vacinados com BCG Moreau e BCG

Russia.
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Teste Wilcoxon *p<0,05.

5.3 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELA VACINACAO COM BCG

A vacinacdo com BCG estimulou a producdo de IL-2 (Moreau, p = 0,031 e Russia, p =
0,003) e IFN-y (Moreau, p = 0,031 e Russia, p = 0,003) em ambos 0s grupos. Embora também
tenha sido observado um aumento na detec¢édo de IL-6 (p = 0,003), TNF (p =0,003) e IL-10 (p
=0,003) apos vacinacdo com BCG Russia, 0s niveis dessas citocinas foram mais altos no grupo
Moreau (sem significancia estatistica). As citocinas IL-4 e IL-17a ndo tiverem alteracdo (Figura
8).
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Figura 8. Producéo de citocinas induzidas pela vacinagdo com BCG Moreau e BCG Russia.
Teste Wilcoxon *p<0,05 e **p<0,01.
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5.4 PRODUCAO DE CITOCINAS MTB-ESPECIFICAS EM NEONATOS VACINADOS
COM BCG

A resposta imune especifica ao Mtb foi avaliada em cultura de sangue total na presenca
de H37Rv inativado pelo calor (H37Rv-HK). Considerando que nem todas as amostras do
grupo BCG Russia foram testadas nessa condi¢cdo, somente 0s experimentos realizados com o
antigeno foram incluidos.

Como mostrado na Figura 9, ambas as cepas vacinais induziram niveis elevados de IL-
6, citocina caracteristica de resposta inflamatoria aguda, seguida de TNF, IFN-y e IL-10.
Demais citocinas foram detectadas em niveis mais baixos. Além disso, em nenhum dos dois
grupos avaliados o estimulo in vitro com H37Rv-HK induziu diferenca entre 0s momentos pré
e p6s-BCG, com excecdo da IL-2 (p = 0,031), aumentada apds a vacinagdo com a cepa Moreau.
Apesar de ser possivel observar uma discreta variagdo em outras citocinas, nenhuma apresentou

significancia estatistica (Figura 10).
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Figura 9. Avaliacdo comparativa entre as concentracdes de citocinas induzidas por Mtb no
sobrenadante de cultura de sangue total dos neonatos vacinados com BCG Moreau e BCG

Russia.



IL-2 induzida por H37Rv

BCG Moreau BCG Russia
—
25+ :
201 : N
£ | .
D :
2 104 e
] o4
0 I ] 1 I
Pré-BCG P6s-BCG Pré-BCG P6s-BCG
IFN-y induzida por H37Rv
BCG Moreau BCG Russia
1404 :
120+ : °
100+
E 80+
{2
= 604
40
20+
0 T 1 * T
Pré-BCG  P6s-BCG  Pré-BCG  P6s-BCG
IL-10 induzida por H37Rv
BCG Moreau BCG Russia
270
2401
1204 :
100+ :
E 801 :
[=2] .
= 60 : ° °
404 :
20 §
0 T ] - 1 T
Pré-BCG  P6s-BCG  Pré-BCG  P6s-BCG

IL-6 induzida por H37Rv

BCG Moreau BCG Russia
8000=
6000+ : °
E : [ )
S, 4000+
e °
2000+
: ° °
0 T 1 1 T
Pré-BCG P6s-BCG Pré-BCG P6s-BCG
TNF induzida por H37Rv
BCG Moreau BCG Russia
250+
2004
[ )
E 150+
[=2)
2 100+ :
0 T T - 7 T
Pré-BCG P6s-BCG Pré-BCG P6s-BCG
IL-4 induzida por H37Rv
BCG Moreau BCG Russia
16+
144 § °
12+
_ 10- :
[S :
ER s
6+ e
- %
2- :
0 T T T T
Pré-BCG P6s-BCG Pré-BCG P6s-BCG

IL-17a induzida por H37Rv

BCG Russia

BCG Moreau
4.5=
4.0
E 3.5+
[=2)
o 3.0
2.5+
2.0 T T
Pré-BCG P6s-BCG

Figura 10. Producdo de citocinas Mtb-especificas em neonatos vacinados com BCG

Wilcoxon *p<0,005.

T T
Pré-BCG P6s-BCG

43

. Teste



44

55 AVALIACAO COMPARATIVA DA RESPOSTA IMUNE DE NEONATOS
VACINADOS COM BCG.

A partir da comparacdo dos resultados obtidos na quantificacao de citocinas, foi possivel
avaliar os padrdes de resposta imune nas diferentes condi¢fes de estimulo celular in vitro.
Diferentemente das andlises anteriores que consideraram o pré e p6s-BCG em um mesmo
gréfico, aqui, a producéo de citocinas foi mostrada separadamente. Dessa maneira, observa-se
0 padrdo precoce de citocinas estimuladas em recém-nascidos pouco tempo ap0s 0 nascimento
(pré-BCG) e ap6s um periodo de maturagdo do sistema imune (p6s-BCG). As dosagens foram
comparadas na auséncia ou presenca de antigenos micobacterianos (CN, BCG Moreau ou BCG
Russia e H37Rv-HK), e apresentadas nas Figuras 11 e 12. Os dados foram descritos
individualmente para cada RN vacinado com BCG Moreau e BCG Russia, nas Tabela 2 e
Tabela 3, respectivamente. Para avaliar a imunidade induzida pela BCG, as culturas foram
realizadas com a cepa de BCG correspondente a cepa vacinal administrada.

Apds o nascimento, foi possivel observar um comportamento semelhante das citocinas
IL-6, TNF e IL-10. No pré-BCG, foi observada maior resposta ao estimulo com a cepa Moreau
(IL-6, p = 0,0202, TNF, p = 0,001, e IL-10, p = 0,009) e H37Rv (IL-6, p = 0,157, TNF, p =
0,008, e IL-10, p = 0,093) quando comparadas com o CN. A producéo de IL-6 (p =0,005) e IL-
10 (p = 0,015) pos estimulo com H37Rv foi mais alta do que o estimulo vacinal com a cepa
Russia (Figura 11).

Apbs a vacinacdo, destaca-se uma resposta inflamatdria mais acentuada no grupo
Moreau, com aumento na deteccdo de IL-6 (p = < 0,001), TNF (p = <0,001), IFN-y (p =
<0,0004) e IL-10 (p = 0,0481), quando comparadas com o CN. Em contrapartida, a vacinagdo
com BCG Russia induziu uma maior producdo de IFN-y (p = 0,0015), exclusivamente. O
estimulo com H37Rv também foi capaz de induzir niveis mais elevados de IL-6 (p = 0,0243) e
TNF (p = 0,0150) pos vacinagdo coma cepa Moreau; em resposta a cepa Russia, houve aumento
em IL-2 (p = 0,0002) e IL-6 (p = 0,0223). N&o foi detectada nenhuma alteracédo de IL-4 e IL-

17a frente aos estimulos testados (Figura 11).
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Tabela 2. Descri¢cdo numérica da producdo de citocinas dos neonatos vacinados com

BCG Moreau em diferentes condicdes de cultura in vitro.

ID Antigeno

IL-2

IL-4

IL-6

IL-10

TNF

IFN-y

IL-17a

T0O T1 TO T1

T0

T1

T0 T1 TO T1 TO

T1

T0

T1

RN3

CN
BCG M
H37Rv

5,01
5,58
7,86

11,3
18,5
23,7

2,86
3,13
3,17

3,28 167 518 9,02

3,28
3,16

6698
6531

6180
2994

243
266

13,4
84,1
21,7

3,46
913
75,7

3,45
358
13,9

23,7
129
73,2

2,2
179
7,62

2,53
2,48
3,25

2,71
3,41
3,22

RN4

CN
BCGM
H37Rv

4,53
5,35
5,99

6,04
13,4
16,6

3,11
3,46
3,32

3,18
3,23
4,29

189
6020
5428

281
6109
4570

11,1
164
82,4

27,5
118
71,7

3,87
287
65,4

3,45
622
17,9

2,86
2,87
3,29

2,81
474
33,2

2,63
2,77
2,83

3,22
2,67
3,96

RNG6

CN
BCGM
H37Rv

4.4
4,34
4,72

6,71
7,86
11,4

3,19
3,33
3,29

4,29
3,16
3,24

66
5838
5612

82,6
3654
4926

5,03
97
42,7

5,42
20,8
53,6

3,99
266
35,6

3,41
61,8
26,2

2,51
7,85
4,38

4,25
49,7
20

2,81
2,58
2,86

3,06
2,28
3,09

RN7

CN
BCGM
H37Rv

4,03
5,57
5,83

7,35
87,1
23,1

2,74
3,02
2,98

2,85
3,22
3,02

102
5383
6084

54,5
5586
1689

4,77
41
46,7

9,53
23,2
13,3

3,18
361
206

2,82
617
14,7

2,65
10,5
15,4

2,59
1972
90,8

2,64
2,55
2,44

2,09
2,7
3,4

RN8

CN
BCGM
H37Rv

6,39
4,74
6,95

11,2
11,3
20,2

3,18
3,99
5,39

3,29
3,26
3,16

193
3323
3385

163
6094
2425

5,28
29,5
26,2

17,1
73,7
25,5

3,41
11,5
16,2

3,12
158
9,4

3,41
4,87
6,84

3,5
275
55,1

1,79
2,57
3,38

2,44
3,4
2,21

RN9

CN
BCGM
H37Rv

4,85
4,85
4,78

10,5
13,7
9,57

2,99
2,98
2,93

3,57
2,97

180
3682

326
5284

3,28 4204 4685

7,86
42,6
47

13,9
65,6
62,7

3,9
23,6
22,3

3,76
450
122

2,85
4,99
5,09

4,62
149
74,8

3,06
2,71
2,59

2,08
1,7
3,28

ID

- identificacdo; CN: controle negativo; BCG M:

BCG Moreau; TO: pré-BCG; T1: pés-BCG.
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Tabela 3. Descri¢cdo numérica da producdo de citocinas dos neonatos vacinados com

ID Antigen

IL-2

IL-4

IL-6

IL-10

TNF

IFN-y

IL-17a

T0

T1

T0

T1

T0

T1

T0

T1

T0

T1

T0

T1

10

T1

RN17

CN
BCGR
H37Rv

5,05
5
5,23

5,59
14,4
12

4,41
5,16
2,72

2,89
3,6
3,14

98,2
102
6023

846 58 123

786
489

8,86
67,3

11
15,5

3,62
3,37
47,2

3,13
7,48
5,02

3,89
3,99
4,91

2,84
44
7,62

2,92
2,63
2,31

2,47
2,46
2,7

RN20

CN
BCGR
H37Rv

5,49
5,15
4,53

5,23
11,5
8,5

3,24
3,52
3,93

3,65
3,21
3,34

20,7
44,2
2723

86,3
382
1180

7,34
7,96
43,4

7,97
12,6
13

44
3,37
36,3

3,26
14,1
7,04

2,56
2,81
4,37

2,62
18,9
12,4

2,81
2,02
2,76

2,39
2,15
2,31

RN21

CN
BCGR
H37Rv

5,27
5,88
111

9,54
20,9
19,1

3,73
4,38
4,24

5,78
6,58
4,59

38,9
136
3053

158
1027
4936

6,05
8,43
34,8

13,6
12,8
40,5

2,94
3,99
29,9

4,38
19
119

2,57
3,16
3,16

5,05
219
119

2,74
2,94
2,76

2,76
2,76
3,19

RN22

CN
BCGR
H37Rv

6,81
4,28
4,57

6,9
25,4
9,22

3,21
3,41
3,22

3,25
3,7
3,02

289
167
331

122
824
4451

10,6
6,75
8,43

15,5
15,8
24,7

5,96
4,09
4,35

3,63
10,7
172

2,59
2,86
2,68

2,86
111
88,9

2,88
2,8
2,92

2,45
2,93
2,67

RN23

CN
BCGR
H37Rv

5,75
4,98
6,74

10,8
23,6
12,7

3,18
3,44
6,49

4,56
6,73
14,3

575
186
1414

78,8
686
2750

12,5
7,76
14,6

6,22
13
59,9

5,97
5,38
46,6

3,82
13,7
76,5

3,02
2,88
4,13

4,76
92,6
30,9

2,21
2,55
2,85

3,99
3,4
3,6

RN27

CN
BCGR
H37Rv

5,7
4,04
4,5

10
86,3
172

5,22
3,62
4,19

3,43
3,27
3,62

196
497
6321

197
3711
6196

6,29
5,92
455

10,9
17,3
323

4,61
4,81
1016

3,79
70,7
663

5,51
3,12
4,35

3,29
931
1506

2,74
2,74
2,57

3,54
2,64
3,11

RN29

CN
BCGR
H37Rv

10,6
5,61
5,91

7,23
14
22,7

18,5
4,45
5,54

4,52
3,43
3,21

80
183
6208

131
480
5713

13,2
9,58
249

15,9
16,8
247

6,67
4,2
49

3,65
6,24
218

9,61
3,53
5,31

3,87
24,6
143

3,19
2,75
2,67

3,37
2,3
2,59

RN31

CN
BCGR
H37Rv

4,87
4,71
7,02

7
11,4
11,9

4,05
3,11
6,93

3,38
3,4
3,12

181
169
6106

204
1092
6256

6,28
6,93
269

8,63
11,8
647

3,03
3,33
352

3,55
10,4
846

2,92
2,55
12,1

2,88
66,7
870

2,5
2,62
2,74

2,92
2,89
2,76

RN36

CN
BCGR
H37Rv

4,85
4,6
4,28

5,69
28,1
36,3

4,59
3,66
3,45

2,97
3,21
3,39

328
107
6386

257
3488
6252

6,52
6,19
424

5,72
13,8
483

10,1
4,22
804

4,39
81
1310

3,25
3,51
3,16

3,47
345
1406

2,58
3,13
2,57

2,67
2,64
3,05

ID: identificagdo; CN: controle negativo; BCG R: BCG Russia; TO:

pré-BCG; T1: p6s-BCG.
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Figura 11. Avaliagdo comparativa da producéo precoce (pré-BCG) de citocinas em neonatos
vacinados com BCG Moreau e BCG Russia, em diferentes condi¢des. CN: controle negativo;
BCG: BCG Moreau ou BCG Russia, respectivamente; H37Rv: H37Rv-HK.

Teste Kruskal-Wallis *p<0,05, **p<0,01.
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Figura 12. Avaliagdo comparativa da produgédo de citocinas em neonatos vacinados com BCG
Moreau e BCG Russia em diferentes condi¢des, ap6s a vacinacdo (p6s-BCG). CN: controle
negativo; BCG: BCG Moreau ou BCG Russia, respectivamente; H37Rv: H37Rv-HK.

Teste Kruskal-Wallis *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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5.6 FORMACAO DE CICATRIZ VACINAL

Durante o periodo de acompanhamento dos neonatos, 197 fotos foram documentadas.
Do total, oito RNs tiveram fotos do momento pré e p6s-BCG, sendo trés do grupo Moreau e
cinco do Russia (Figura 13 e Figura 14, respectivamente).

No pré-BCG, observou-se a formacdo de uma pequena péapula em decorréncia da
introducdo do liquido vacinal sob via intradérmica, caracteristica da vacinacdo. No entanto, a
papula formada no RNO7 foi menos definida do que nos outros dois apresentados do grupo
Moreau, e 0 RN31 ndo apresentou papula, somente um ponto diminuto de sangramento. Todos
os demais exibiram os aspectos esperados, considerando ambos 0S grupos.

De maneira geral, a vacinacdo foi bem tolerada e a lesdo apresentou evolucdo normal,
desde formacdo do nddulo inicial, papula, pustula, Glcera e crosta. RNs dos dois grupos
progrediram para a resolucdo da lesdo com formacdo da cicatriz caracteristica da BCG.
Contudo, é possivel evidenciar uma menor extensdo da cicatriz vacinal nos RN17, 20 e 31
(BCG Russia), tendo este ultimo apresentado resolucdo completa da lesdo sem formacéo de

cicatriz ap6s 24 semanas (Figura 14).



Figura 13. Evolucéo da lesdo vacinal de BCG Moreau pré e p6s-BCG.
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Figura 14. Evolucdo da lesdo vacinal de BCG Russia pré e p6s-BCG.
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5 DISCUSSAO

A eficécia variavel da BCG vem sendo discutida hd muito anos e diversos fatores
parecem influenciar sua resposta imune protetora. Dentre as possiveis explicacdes, destacam-
se as diferencas genéticas entre as cepas vacinais, que afetam seus metabolismos e
imunogenicidade. No entanto, a avaliacdo dessa hipotese se torna complexa e de dificil manejo
em um cenario global, principalmente devido as diferentes metodologias utilizadas para
avaliacdo de eficécia, local e populacdo de estudo, variacdo dos niveis de exposicdo a
micobactérias ambientais, assim como, a utilizacdo de diferentes cepas de BCG. No Brasil, a
substituicdo da cepa Moreau pela Russia abriu caminho para a realizacdo de uma anéalise
imunoldgica comparativa entre duas cepas de BCG (ANTAS; FLORES-VALDEZ; SHANN,
2018), extremamente necessaria para a identificacdo e validacdo de correlatos de protecdo
(SATTI; MCSHANE, 2019).

Apesar dos esforgos em diminuir a influéncia de vieses neste estudo, é possivel que
alguns fatores tenham limitado as interpretacdes aqui realizadas. Embora o tamanho amostral
tenha sido reduzido, € importante considerar que, ainda assim, a realizacdo dos célculos
estatisticos foi possivel com a maioria dos dados quantitativos. Além disso, os habitos
alimentares (com ou sem suplementacdo) e a continualidade da amamentacdo ndo foram
documentados. Segundo Pabst e colaboradores (1989), a amamentacdo de bebés vacinados
com BCG ap6s o nascimento aumentou significativamente a resposta imune mediada por
células, mas néo teve efeito algum nos bebés vacinados ap6s um més do nascimento.

A ndo realizacdo do hemograma apds o nascimento impediu a contagem estimada dos
leucdcitos circulantes no sangue venoso dos bebés. Consequentemente, a quantidade de células
interagindo in vitro com os estimulos antigénicos utilizados na cultura de sangue total pode ter
sido diferente entre os participantes, levando a uma maior ou menor intensidade de resposta
imunologica. Da mesma forma, a separacéo de células mononucleares do sangue periférico (do
inglés “PBMC”) se tornou inviavel devido ao volume extremamente reduzido de material
bioldgico coletado. Como ja descrito na literatura, a realizagdo de cultura de sangue total se
mostra uma 6tima alternativa nesses casos (DEENADAYALAN; MADDINENI; RAJA, 2013;
SILVA etal., 2013; SMITH et al., 2017).

Dentre as variaveis demograficas avaliadas no questionario, todas as caracteristicas
foram compardveis entre 0s grupos, com excecdo do contato materno com individuos
diagnosticados com TB. No entanto, ndo foram considerados os dados de cinco das 15 mées, o

que, portanto, dificulta a comparacdo direta. Alem disso, o tipo de contato e a duracdo nédo
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foram questionados. Possiveis associagdes entre o contato prévio com TB e maior ou menor
resposta imune neonatal seréo discutidas posteriormente.

Neste estudo, a producdo basal de citocinas (culturas sem estimulo) aumentou
exclusivamente no grupo de neonatos vacinados com BCG Moreau. As citocinas IL-2, IL-4 e
IL-10 podem ter sido estimuladas devido a fatores intrinsecos da cepa Moreau, descrita como
uma das mais imunogénicas (BENEVOLO-DE-ANDRADE et al., 2005). Associado a isso, a
maturacdo natural do sistema imune e/ou a exposicdo ambiental podem influenciar a elevacéo
dos niveis basais de IL-4 e IL-10 (DECKER; GROBUSCH; RITZ, 2017; FIGUEIREDO et al.,
2009).

Embora apresentadas sempre como cepas muito semelhantes devido a filogenia
préxima, os resultados encontrados na Figura 7 evidenciam as propriedades imunogénicas
distintas das cepas de BCG Moreau e BCG Russia. Uma das possiveis hipOteses pode estar
relacionada ao contato materno com individuos diagnosticados com TB. Mawa e colaboradores
(2015) mostraram que a ITBL materna foi associada com uma menor resposta de células T
CD4+ PPD-especificas produtoras de IFN-v, e diminui¢do rapida da concentracao de anticorpos
especificos para o Mth. Aqui, apesar de ndo ter sido considerada a ITBL, é possivel que a
exposicao intrauterina a antigenos micobacterianos possa ter influenciado a modificacdo da
resposta imune neonatal no grupo Moreau, como identificado no comportamento do RN3 no
CN pré-BCG (Tabela 2, T0). Além disso, a transferéncias de anticorpos maternos pode
influenciar a capacidade da vacina em estimular a resposta imune (GLEZEN, 2003).

Shey e colaboradores (2014) mostraram que, ao longo dos nove primeiros meses de
vida, o sistema imune de recém-nascidos tende a se tornar mais pré-inflamatério em resposta a
micobactéria. Logo, a maturacdo da resposta inata contribui para uma maior producdo de
citocinas como TNF, IL-6 e IL-12p40 em bebés mais velhos quando comparados com recém-
nascidos. Aqui, a vacinagdo com BCG Russia estimulou um aumento significativo na producéo
de TNF e IL-6, corroborando o ja esperado para a faixa etaria. Em compensacdo ao estimulo
pré-inflamatorio, houve também aumento em IL-10, citocina regulatoria (ETNA et al., 2014).
Diferentemente dos estudos de Hanekom (2005) e Soares (2008), onde neonatos produziam
somente 1L-10 ou IFN-y, sugerindo um equilibrio dindmico entre a imunidade classica e
regulatéria, aqui, neonatos vacinados com BCG Russia produziram simultaneamente 1L-10 e
IFN-y. Além disso, apesar de ndo apresentar resultados estatisticamente significantes para essas
citocinas, a vacinagdo com BCG Moreau estimulou maior concentracdo do que a vacinagao

com a cepa Russia. Contudo, a concentragéo de cada citocinas pode nao refletir necessariamente
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sua importancia bioldgica, uma vez que algumas podem ter atividade aumentada mesmo em
concentragcdes muito baixas (AL-ATTIYAH; EL-SHAZLY; MUSTAFA, 2012).

Como esperado, o aumento de IL-2 e IFN-y apds a vacinacao foi percebido em ambos
0s grupos em niveis similares, evidenciando uma resposta imune comum as duas cepas. Ao que
parece, as diferencas genéticas entre as duas cepas ndo influenciam a resposta classica Thl
induzida pela vacinagdo com BCG. Embora seja fundamental na imunopatologia da TB,
somente o IFN-y ndo é suficiente para determinar a protecdo vacinal (ABEBE, 2012). Tal
hipdtese ficou evidente quando a vacina booster MVA85A, sabidamente indutora de linfocitos
T CD4+ e IFN-y foi incapaz de induzir protecdo contraa TB (TAMERIS et al., 2013). Diante
das evidéncias, a avaliagdo mais complexa de mecanismos celulares e imunolégicos vem sendo
encorajada para melhor caracterizacdo da resposta a vacina (SATTI; MCSHANE, 2019).

Em relacdo a imunidade protetora contra o Mtb conferida pela vacina, nao foi detectada
nenhuma diferenca apds estimulo in vitro com o antigeno especifico. Em ambos os grupos, 0s
niveis das citocinas se mantiveram os mesmos pré e pés-BCG, sendo a IL-2 a Unica exce¢do no
grupo vacinado com BCG Moreau. Em Ritz et al., (2012b), as diferencas induzidas pela
imunizacdo com BCG Japdo, BCG Denmark e BCG Russia também nédo foram observadas apds
o estimulo in vitro com H37Rv. Nesse caso, apés a vacinacdo com BCG Japdo, o estimulo com
PPD induziu maior secrecao de citocinas tipo Thl (IFN-y, IL-2 e IL-12), IL-6, IL-10, MCP-1 e
MCP-1b. Nas culturas ndo estimuladas (CN), também nao houve variacdo. Um sistema imune
imaturo pode apresentar capacidade reduzida de reconhecer antigenos e provocar uma resposta
leve a antigenos estranhos (SIMON; HOLLANDER; MCMICHAEL, 2015).

Ao comparar a inducdo de citocinas apds 0 nascimento, somente 0s neonatos do grupo
Moreau secretaram niveis mais elevados de IL-6, IL-10 e TNF em relacdo ao controle. Nesse
caso, 0 grupo Moreau ja apresenta uma resposta imune mais intensa ao estimulo in vitro do que
0 grupo Russia, antes mesmo da vacinag&o, o que pode sugerir uma maior influéncia do sistema
imune materno nesse grupo. Em Mawa (2007), neonatos de mées com LTBI apresentaram
regulacdo negativa de interferon e vias inflamatorias, e associagdo positiva com niveis
aumentados de IL-12p70 (p = 0,014), MCP-1 (p = 0,011) e MIP-1b (p = 0,007), quando
comparados com neonates de mées sem LTBI ap6s uma semana da vacinagdo. No entanto, seis
semanas depois, ambas as vias de interferon e inflamacéo estavam positivamente reguladas.
Aqui, um dos fatores limitantes para tal comparacgéo esté relacionado ao ndo diagndstico de
LTBI nas mées, o que, portanto, impede a associacgéo direta entre LTBI e influencia na resposta
imune neonatal. Além disso, o tamanho amostral reduzido ndo permite nenhuma inferéncia

nesse contexto. Nenhuma outra diferenca foi encontrada entre entre 0s grupos.
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Apesar da limitagéo existente relacionada ao conhecimento da dindmica de expresséo
de citocinas na infancia, é importante considerar a idade como um fator associado a tais
alteracdes ao longo do tempo. O aumento de IFN-y e TNF, por exemplo, foi correlacionado
positivamente com a idade, tanto em revisdo sistematica quanto em estudo experimental
(DECKER; GROBUSCH; RITZ, 2017; DECKER et al., 2017).

Em analise comparativa, a BCG Moreau induziu maior resposta inflamatoria, com
participacdo de IL-6, TNF, IFN-y e IL-10; enquanto a BCG Russia estimulou somente o
aumento de IFN-y. Soares e colaboradores (2008) mostraram que, de fato, a imunidade induzida
pela BCG envolve a atuacdo de um perfil complexo de citocinas e fendtipos celulares,
retomando a ideia de que avaliar somente o IFN-y como correlato de protecdo vacinal ndo é
suficiente. Em contrapartida, a inducdo de complexo perfil celular e de citocinas estimulados
apos vacinacdo com BCG ndo foi associada com maior protecdo contra o desenvolvimento da
TB em criangas por até dois anos ap6s a imunizacdo (KAGINA et al., 2010).

Ao avaliar a inducdo de resposta imune in vitro especifica ao H37Rv, a imunizagdo com
BCG Moreau estimulou niveis mais elevados de IL-6 e TNF, enquanto BCG Russia estimulou
IL-6 e IL-2. Em Ritz (2012b), a imunizacdo com BCG Russia foi considerada inferior a BCG
Japdo por induzir concentra¢fes menores de citocinas Th1l. No entanto, a relevancia bioldgica
dos ensaios de quantificacdo de citocinas in vitro ndo é garantida, ja que a protecdo s6 pode ser
avaliada em coorte. Por outro lado, a capacidade altamente imunoestimuladora das cepas
iniciais de BCG evidenciada na literatura pode ser questionada (HAYASHI et al., 2009). Aqui,
a BCG Moreau, além de induzir citocinas pro-inflamatérias (IL-6 e TNF), também estimula
aumento de IL-10 quando comparada com a BCG Russia. Outras citocinas como IL-1b, IL-8 e
IL-12 n&o foram avaliadas, o0 que, portanto, impede a comparagéo entre 0s estudos.

Segundo Boer e colaboradores (2015), a resposta imune in vitro pré-inflamatoria foi
correlacionada com maior reacdo local apos a vacinagdo com BCG, enquanto lesGes mais leves
foram associadas a um perfil mais regulatorio de células T CD8+. Dessa maneira, € possivel
que o processo de cicatrizagdo da lesdo vacinal reflita os diferentes niveis de citocinas
estimulados e, consequentemente, a reatogenicidade local provocada pelas diferentes cepas
BCG Moreau e BCG Russia demonstrados aqui.

Segundo Santiago e colaboradores (2003), é possivel utilizar a cicatrizacdo da BCG
como uma medida sensivel de determinar a vacinagao no primeiro més de vida, em até trés anos
apos a vacinacdo. No entanto, a auséncia de cicatriz foi relacionada com um maior risco de
infeccdo por Mtb em criancgas habitantes de regides endémicas — e, portanto, mais expostas ao

risco (SOYSAL et al., 2005). Nesse caso, &€ importante considerar o desenvolvimento da cicatriz
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vacinal como dependente da cepa administrada. Em um estudo realizado em Uganda, a
proporcdo de criangas que desenvolveram a cicatriz vacinal foi diferente entre os grupos
vacinados com diferentes cepas de BCG: a vacinacdo com BCG Russia esteve relacionada com
52,2% de formacéo de cicatriz vacinal, enquanto BCG Bulgaria e BCG Denmark foram
associadas com 64,1% e 92,6%, respectivamente. Além disso, neonatos com cicatriz
apresentaram maiores niveis de IFN-y e IL-13 em resposta & antigenos micobacterianos
(ANDERSON et al., 2012). A vacinacdo com BCG Russia também induziu menor reacao local
(mediana 2 mm; IQR, 1-4 mm) (p = 0,001) significamente menor do que criangas vacinadas
com BCG Denmark (mediana 5 mm; IQR 4-7 mm) e BCG Japédo (mediana 5 mm; IQR, 3-7
mm). Aqui, apesar de ndo ter sido realizada nenhuma avaliagdo estatistica relacionada ao
tamanho das lesdes causadas pela vacinacdo com as cepas Moreau e Russia, foi possivel
observar uma resolucdo mais branda da lesdo no grupo vacinado com a cepa Russia,
corroborando os achados na literatura. Alem disso, apds 24 semanas da vacinagdo, a auséncia

de cicatriz so foi observada no grupo Russia.
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6 CONCLUSOES

Os perfis de citocinas induzidas apos a vacinacdo com as cepas BCG Moreau e BCG
Russia sdo complexos, mas semelhantes. Ambas cepas foram associadas com o padréo classico
Thl, com producdo de IL-2 e IFN-y, mas somente a BCG Russia estimulou as citocinas
inflamatorias IL-6, TNF e IL-10. Em contrapartida, a cepa Moreau parece ser mais
imunogénica, pois induziu concentracdes mais elevadas dessas citocinas antes mesmo da
vacinacdo. A vacina induziu leve resposta imune in vitro contra o Mtb, mas associado a
inflamacdo ap6s BCG Moreau. No geral, a imunizacdo foi bem tolerada e a lesdo apresentou
evolugédo normal, com resolugéo completa e formacéo de cicatriz no grupo vacinado com BCG
Moreau. No grupo vacinado com a cepa BCG Russia, a maior regulacdo da resposta imune pela

IL-10 pode explicar o suposto desenvolvimento de lesdo mais leve e menor cicatrizagao.
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A tuberculose (TB) é uma doenca de elevada magnitude no mundo, com altos indices de
prevaléncia (170/100.000 habitantes) e mortalidade (14 6bitos/100.000 habitantes) nos diversos
paises. Em 2015, foram estimados 10,4 milhGes de casos novos de tuberculose, equivalente a
incidéncia de 142 casos por 100 000 habitantes (WHO, 2016). Estima-se que um terco da
populacdo mundial estd infectada pelo Mycobacterium tuberculosis e cerca de 10% desta
populacdo tem risco de desenvolver TB ativa (WHO, 2016). O Brasil esta incluido entre os
vinte paises com maior carga de tuberculose, representado através do numero de casos (WHO,
2016). Na década de 80 foram notificados em torno de oitenta mil casos anualmente; em 1992
oitenta e seis mil casos foram notificados e tratados. A partir de 2000 estima-se que de quatro
a cinco mil pessoas morrem de tuberculose a cada ano. Em 2003, o controle da tuberculose foi

destacado como prioridade dentre as politicas publicas do Brasil. A vacina utilizada na rotina,
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desde a sua implantacdo tem sido a cepa BCG-Moreau, produzida pela Fundacdo Ataulfo de
Paiva, que possui elevada seguranca, eficacia contra formas pulmonares e disseminadas, além
de ser imunogénica e apresentar baixo nivel de eventos adversos. Devido a descontinuidade de
producdo da vacina BCG pela Fundacdo, o Brasil passara a utilizar, a partir de novembro de
2017, a vacina BCG Russian, desenvolvida na Serum Institute India. Desta forma, torna-se
necessario implementar um estudo de avaliacdo de eficcia vacinal, comparando-se a vacina

com cepa BCG Russian-1 e a BCG Moureau.
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1. Introduction

The Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine was developed by Léon Charles Albert Calmette
and Jean-Marie Camille Guérin almost 100 years ago and, even today, it is one of the main
measures to prevent tuberculosis (TB) disease. Despite its importance against several forms of
TB, previous study demonstrated that the vaccine protection is limited against the pulmonary
form, varying between 0 to 80% [1].

Many low-incidence countries, such as the United States, do not routinely vaccinate with BCG
due the low protective efficacy after immunization (Ref). On the other hand, several countries
of Asia, Europe, Africa, Central and South America still use BCG vaccine as a way to reduce
morbidity and mortality against severe forms of the disease [2]. In Brazil, the vaccine is part of
the National Immunization Program (NIP) and is administered intramuscularly in the first
months of life. The effectiveness of BCG against pulmonary TB is 44% (95% CI: 20-60%),
ranging from 24% (54-73%) to 51% (24-68%) in the cities of Manaus and Salvador,
respectively [3].

There is still no consensus about the protective mechanism induced by the BCG vaccine [4]
especially because genetic variations in BCG strains may induce different immune response in
the host [5]. Studies have shown a distinct pattern in genetic and immunogenic properties
among BCG strains, although little is known about how these differences may affect the
protection induced by the vaccine [5]. Some other factors may influence vaccine protection,
such as environmental mycobacteria pre-sensitization, methodological differences in vaccine
preparation, biological variation between the different strains of BCG and, consequently,

discordant immunogenic properties between the strains [5-7].
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BCG Moreau is the vaccine strain produced and used in Brazil, since the 1920s. However, in
2017, the Ataulpho Paiva Foundation (FAP) discontinued the BCG Moreau vaccine
manufacture, which significantly affected Brazil's NIP. Thus, BCG Moreau was replaced by
BCG Russia, produced by the Serum Institute of India (S11). Although both strains are classified
as early strains and furthermore are assumed to share very small genetic differences, BCG
Russia has never been used in Brazil [8,9].

The impact of the BCG Russia strain on Brazilian population is unknown. This article discusses
the differences between BCG strains, focusing on modulation of cytokine response,
contributing to a better evaluation of the vaccine strains in the country. The impacts of these
findings including immunogenicity and healing process are discussed. These new insights have

extremely important implications for NIP and its actions on a national basis.

2. Materials and Methods

2.1. Study design

A case series study was carried out to investigate the cytokine production patterns of two BCG
strains in healthy early-vaccinated infants. The study was conducted at the Maternity Hospital
Professor José Maria de Magalhdes Neto in Salvador, Brazil. In this health unit, infants were
vaccinated with BCG Moreau RDJ (FAP) or Russian BCG-I (Sl) in the first week of life,
according to vaccine stock availability (vaccine validity) and to the vaccination routine of the

maternity hospital. No randomization or blinding was used in this study.

2.2 Study population
The study population includes infants aged < 7 days, with a birth weight > 2kg and no previous
vaccination with BCG. The exclusion criteria were: evidence of pulmonary or extrapulmonary

TB, use of any immunomodulatory drug by the mother during pregnancy or breastfeeding,
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apparent or diagnosed congenic or any other type of disease, mother with human
immunodeficiency virus (HIV) infection and both mother and infant with any acute or chronic
disease. The study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal University
of Bahia (UFBA) (protocol number: 81681517.2.0000.5030) with written informed consent
obtained from all infants’ parents. Furthermore, this study was part of a larger research project
aiming to evaluate the effectiveness of the first dose of BCG Russian-1 against TB.

After providing written consent, the parents were invited to answer a questionnaire and the
infants were submitted to peripheral blood collection (Pre-BCG, To). During a three-month
follow-up, home visits were carried out to exam scar formation, and a new blood sample was
collected on the last visit (Post-BCG, T1). To minimize loss to follow-up, the team kept direct

contact with the parents before and after home visits by cell phone.

2.3 Vaccination and scar evaluation

The BCG Moreau RDJ and Russian BCG-1 vaccines were provided by the Municipal Health
Department of Lauro de Freitas, located 26km from Salvador. All vaccinations were
administered via intradermal in the left upper arm with 0.1 ml of BCG Moreau RDJ and 0.05
ml of Russian BCG-I. BCG scar formation was measured and photographed during home-visits
by a single observer. The digital photos were carried out by the parents when home-visit was
not possible. Thus, presential or on-line follow-up were documented periodically until the 12%

week or until complete scar tissue formation.

2.4 Blood collection and in vitro assays
Two ml of whole blood were collected in heparin tube. All samples were stored at room
temperature up to two hours before the in vitro assays and then diluted in culture medium (1:5)

as previously described [10]. Total diluted volume was distributed in a 96-well U-bottom plate,
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200uL/well. Depending on the available blood volume, approximately eight wells were
stimulated under each conditions: negative control (media and cells only), heat-killed H37Rv
and BCG (Moreau or Russian BCG-I1). After 72 hours at 37°C 5% COg, culture supernatants

were collected, distributed in two aliquots and stored at -20°C for further analysis.

2.5 Cytokine quantification

Cytokines levels were measured in whole blood culture supernatants using the BD™
Cytometric Bead Array (CBA) kit (BD Biosciences, San Diego, CA), according to the
instructions provided by the manufacturer. A volume of 50uL of each sample was used in the
assay for the quantification of IL-2 (detection limit: 2.6 pg/mL), IL-4 (4.9 pg/mL), IL-6 (2.4
pg/ml), IL-10 (4.5 pg/ml), IFN-y (3.7 pg/ml), TNF (3.8 pg/ml) and IL-17A (18.9 pg/ml). All

samples were processed simultaneously to avoid inter-experimental variation.

2.6 Statistical analysis

The data obtained were analysed using the GraphPad Prism v.5.0 software (GraphPad
Inc., San Diego, CA). To evaluate the sample distribution, the D’agostino-Pearson test was
performed. The Wilcoxon test were used to assess the statistical significance of non-parametric

paired samples. Categorical variables were assessed by Fisher's exact test.

3. Results

3.1 Participants characteristics

Between December 2018 and January 2019, 36 infants were vaccinated with either BCG
Moreau RDJ or Russian BCG-I at the maternity hospital and assessed for eligibility for the
study. After enrolment, 13 (36.1%) infants were excluded: four (30.8%) due to unsuccessful

phlebotomy and nine (36.2%) due to insufficient blood collection. Of the 36 infants, 23 (63.9%)
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were enrolled in this study, seven (30.4%) infants were vaccinated with BCG Moreau RDJ and
16 (69.6%) with Russian BCG-1. However, during follow-up visits, eight (34.8%) infants were
excluded from the final analysis: one (12.5%) because changed address, six (75%) lost contact
in the follow-up period and one (12.5%) insufficient blood collection. The study flowchart is

described in Figure 1.

Figure 1. Study flowchart.

Enrolment

Assessed for eligibility (N=36)
Health infants candidates for BCOG vaccination

Exclusions (#=13)
= Blood not collected (#=4) bttt
» Insuficient blood collection (#=2)

Allocation and Follow_up

BCG Moreaw (n=7) BCG Russia (n=16)

Exclusions (n=8)
» Changed adress (n=1)
= Lost contact (1#=6)
+ Insuficient blood collect (r=1)

Analysis

h A

BCG Moreau (n=6) BCG Russia (#=0)

Table 1 lists the demographic characteristics of 15 infants enrolled in the study. There was no
statistical difference between the characteristics assessed in both groups, related to sex, age,
weight and height (p > 0.05). The presence or absence of BCG scar were observed to determine
maternal vaccination status. In this regard, the scar was present in all six (100%) and eight
(88.89%) mothers of infants vaccinated with BCG Moreau RDJ and Russian BCG-I,
respectively. In addition, three (50%) mothers of infants vaccinated with BCG Moreau RDJ

reported previous contact with patients diagnosed with pulmonary TB (p = 0.044).



Table 1. Demographic characteristics of infants immunized with BCG

75

Moreau RDJ and

Russian BCG-I.
Characteristics BCG Moreau BCG Russian p-value
Group, N=6 Group, N=9
Sex, n (%)
Female 4 (66.6) 3(33.3) 0.314
Male 2(33.3) 6 (66.6) '
Age (days)
Mean = SD 3.5+1.04 3.11+£0.78 0.547
Median, IQR 3.5, 2.75-4.25 3.0,2.5-4.0
Weight (g)
Mean + SD 3,080 + 326.7* 3310 £525.9 0.437
Median, IQR 3065, 2760-3408* 3255, 2840-3790
Height (cm)
Mean + SD 49.2 +1.92% 49.13 +2.53" 0.816
Median, IQR 49, 47.50-51.00% 49.5, 48.25-50%
Maternal BCG scar, n (%) 6 (100) 8 (88.89) >0.999
Maternal TB exposure, n (%)
Yes 3 (50) 0 (0) 0.044
No 3 (50) 9 (100)

#Data not available from one individual.

3.2 In vitro cytokine response before and after BCG Moreau RDJ and BCG Russian-I
vaccination

The background immune responses of infants were assessed by detecting cytokines levels from
supernatants of unstimulated whole blood cultures pre (To) and post-BCG (T1) vaccination.
Interestingly, it is plausible to assume that before receiving any vaccine all infants have the
same cytokine response. After three months, infants vaccinated with BCG Moreau RDJ showed
an increase in the production of cytokines IL-2 (To: median 4.69 pg/ml, IQR 4.30-5.35 vs T1:
median 8.92 pg/ml, IQR 6.54-11.23, p = 0.031), IL-10 (To: median 6.57 pg/ml, IQR 4.96-9.54
vs T1: median 13.65 pg/ml, IQR 8.50-19.70, p = 0.031) and IL-4 (To: median 3.05 pg/ml, IQR:
2.83-3.18 vs T1: median 3.28 pg/ml, IQR 3.09-3.75, p = 0.031), which was not observed in the
BCG Russian-1 vaccinated infants. There was no significant difference in the other cytokine

levels measured (p>0.05).
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The infants' whole blood cells before and after vaccination were exposed to the corresponding
vaccine strain (BCG Moreau RDJ and BCG Russian-1) and to H37Rv. Re-exposure of blood
cells from BCG Moreau RDJ group to BCG in vitro increased the production of IL-2 (To:
median 5.10 pg/ml, IQR 4.64-5.57 vs T1: median 13.55 pg/ml, IQR 10.44-35.65, p = 0.031) and
IFN-y (To: median 6.42 pg/ml, IQR 4.37-40.13 vs T1: median 227.0 pg/ml, IQR 124.2-848.5, p
= 0.031) (Figure 2). The same result was observed in BCG Russian-I group: IL-2 (To: median
4.98 pg/ml, IQR 4.44-5.38 vs T1: median 20.90 pg/ml, IQR 12.75-26.75, p = 0.004) and IFN-y
(To: median 3.12 pg (2.83-3.52) vs T1: median 92.60 pg/ml, IQR 34.3-282, p = 0.004). In
addition, higher levels of IL-6 (To: median 167 pg/ml, IQR 104.5-184.5 vs T1: median 824
pg/ml, IQR 583-2290, p = 0.004), TNF (To: median 4.09 pg/ml, IQR 3.37-4.51 vs T1: median
13.7 pg/ml, 1QR 8.94-44.85, p = 0.004) and IL-10 (To: median 7.76 pg/ml, IQR 6.47-8.64 vs
T1: median 13 pg/ml, IQR 12.2-16.3, p = 0.004) were only observed with BCG Russian-1 bacilli
in vitro stimulus. Cytokines IL-4 (BCG Moreau RDJ: To: median 3.23 pg/ml, IQR 3.01-3.49 vs
T1: median 3.22 pg/ml, IQR 3.11-3.26, p = 0.437; BCG Russian-1: To: median 3.62 pg/ml, IQR
3.42-4.41 vs T1: median 3.43 pg/ml, IQR 3.24-5.14, p = 0.800) and IL-17a (BCG Moreau RDJ:
To: median 2.57 pg/ml, IQR 2.53-2.72 vs T1: median 2.68 pg/ml, IQR 2.13-3.40, p = >0.999;
BCG Russian-1: To: median 2.74 pg/ml, IQR 2.58-2.87 vs T1. median 2.64 pg/ml, IQR 2.38-
2.91, p = 0.796) did not change pre and post-vaccination.

The specific immune response to M. tuberculosis was evaluated in whole blood cell culture in
the presence of heat-killed H37Rv stimuli. With the exception of an increased level of 1L-2
after BCG Moreau RDJ vaccination (To: median 5.71 pg/ml, IQR 4.76-7.17 vs T1: median 18.4
po/ml, IQR 10.94-23.25, p = 0.031), no other cytokine quantification changed over time.
Although not statistically significant, IL-6 was seemly higher even before vaccination in the
same group (To: median 5520 pg/ml, IQR 3999-6196 vs T1: median 3782 pg/ml, IQR 2241-

4745, p = 0.062).
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Figure 2. Cytokine production induced in whole blood culture in response to BCG strain (red)
and H37Rv (light grey) after and before vaccination with BCG Moreau (left) or Russian BCG-
I (right). For negative control, media and cells only were used (green). The box plot represents
median with first and third quartiles, the whiskers represent minimum and maximum values of
the data. In addition, the data are also represented as scatter plots with each circle representing
a single infant.

3.3 BCG scar evolution

The evolution of scar formation after vaccination with BCG Moreau RDJ or BCG Russian-1 is
illustrated in Figure 3. Overall, both vaccines induced initial papules and nodules, followed by
pustules and ulcers, which were later covered by a crust and evolved to a small fibrotic scar.
The evolution from small papule to scar is characteristic of BCG vaccinations and is a result of
intradermal administration of the vaccine. Markedly, the papule observed in the RNO7 (Figure
3A) was less defined than in the other two infants vaccinated with BCG Moreau. Conversely,
RN31 did not present a papule, only a small point of bleeding, after vaccination with BCG
Russian-1 (Figure 3B). In addition, RN17, RN20 and RN31 presented smaller scars, that were
gone after 24 weeks of follow-up. Due the poor quality of the images, no in-depth analysis was
performed. Although this represents a major limitation, it is observed that the healing process

of BCG vaccination occurred in all neonates, independent of the BCG strain.
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Figure 3. Evolution of BCG vaccine lesion. A: infants vaccinated with BCG Moreau RDJ; B:
infants vaccinated with Russian BCG-I.
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4. Discussion

The efficacy of BCG has been discussed for many years and several factors may influence the
protective immune response [7]. One of the hypothesis posits the genetic differences between
vaccine strains, which affect their metabolism and immunogenicity, reducing the vaccine’s
capacity to induce protection [5,11]. However, to test this hypothesis and compare the immune
response induced by BCG strains is a complex task due to the different methodologies used to
assess efficacy, location and study population, variation in levels of exposure to environmental
mycobacteria, as well as the use of different BCG strains worldwide. We had the opportunity
to follow infants vaccinated with BCG Moreau RDJ and BCG Russian-1, and evaluate whether
different strains induce different immune responses when vaccine is administrated very early
in life.

Although we must consider the important and avoidable limitations regarding randomization
and reduced sample size in this immunological evaluation, further assessment of vaccine
effectiveness and TB incidence will be performed within a larger population from where this
small sample was taken (data not published). To provide information about the impact in BCG
efficacy caused by the enforced change of BCG strain in Brazil, we compared the immune
response of infants vaccinated with BCG Moreau RDJ and BCG Russian-I in different
experimental conditions.

The background immune response, represented here as non-stimulated cultures, showed an
increase in a cytokine profile production associated with a regulatory effect following BCG
Moreau RDJ vaccination. The impact that aging, among other factors, might have on cytokine
production has well described previously [12,13]. In a study published by Raes et. al (2010),
no difference was found in the cytokine quantification in cryopreserved serum samples at two
and six months. In contrast, similarly with what was found here, IL-10 was higher in infants

when compared with children with higher environmental exposure early in life [15] and in
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adults, although we did not find the same for TNF [16]. In addition, one important factor to
consider is that comparison between samples and studies is not always reliable as study design,
time between blood collection and in vitro cultures, age and overall methods are usually
different among the studies.

To investigate the immune response induced by both BCG Moreau RDJ and BCG Russian-I,
we quantified the cytokines production stimulated by each strain in the cultures supernatant
before and after vaccination. High levels of IL-2 and IFN-y were shown in both groups at similar
levels after vaccination, suggesting that both strains share some similarities and that genetic
differences between the two strains may not influence the classic Th1 response induced by BCG
vaccination [7]. Nonetheless, many studies have described BCG Russia as less immunogenic
than other strains [11,17]. Although it is fundamental in the immunopathology of TB, the
classical IFN-y production in response to BCG is not sufficient to protect against the disease
[18,19]. Despite close phylogeny similarities between BCG Moreau and BCG Russia, we found
here a more prominent pro-inflammatory cytokine profile induced after BCG Russia, which
included IL-6 and TNF, in accordance to the innate immune response maturation shown over
the first nine months of life, reported by Shey et. al (2014).

Among the demographic variables, most characteristics were similar between groups, except
for previous maternal contact with TB in the BCG Moreau RDJ group. It has been reported an
association between latent tuberculosis infection (LTBI) in mothers and a diminished response
of IFN-y-expressing CD4+ T cells and decreased levels of purified protein derived (PPD)-
specific antibodies [21]. Further assessment identified a down-regulation in IFN-y and
inflammatory pathways at one week in infants from LTBI mothers and an unexpected up-
regulation at six weeks when compared to infants from non-exposed mothers [22]. Increase in

non-stimulated IL-4 may be also affecting the Thl response against BCG in the group
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vaccinated with strain Moreau [23]. Regardless, it is also appropriate to evaluate the BCG-
induced responses to M. tuberculosis rather than only BCG [6,20].

Despite the efforts to understand the immune response specific to M. tuberculosis, we found no
difference over time in BCG Moreau RDJ and BCG Russian-I vaccinated groups. Similar
results were described by Ritz et. al (2012), where in vitro stimulation with M. tuberculosis
failed in inducing any change in cytokine production by CD4" and CD8" T cells and also
secreted cytokine levels. The fact that the mycobacteria was inactivated by heat may have
influenced the amount of cytokines quantified as the live bacilli is capable to induce higher
cytokines levels than dead ones [24].

According to Santiago et al. (2003), it is possible to use BCG scar as a sensitive measure to
determine vaccination in the first month of life and up to three years after vaccination [25].
However, the scar absense has been related to an increased risk of M. tuberculosis infection in
children living in endemic regions - and therefore more likely to be infected [26]. Here,
although no statistical evaluation was performed related to the size of the lesions caused by
vaccination with the BCG Moreau RDJ and Russian-1 strains, it was possible to observe a
milder resolution in the group vaccinated with the Russian-I strain.

In a study carried out in Uganda, the proportion of children who developed the vaccine scar
was different among groups vaccinated with different strains of BCG: vaccination with BCG
Russia was related to 52.2% of vaccine scar formation, while BCG Bulgaria and BCG Denmark
were associated with 64.1% and 92.6%, respectively. In another study, BCG Russia vaccination
also induced a significantly less extensive local reaction (median 2 mm; IQR, 1-4 mm) (p =
0.001) than children vaccinated with BCG Denmark (median 5 mm; IQR 4—-7 mm) and BCG
Japan (median 5 mm; IQR, 3—7 mm) [17]. Although we were unable to uphold the association
between vaccine strain and scar formation, these findings together endorse the development of

the vaccine scar as dependent on the strain administered.
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5. Conclusions

Despite minor genetic variations among early strains, cytokine profiles induced after
vaccination with BCG Moreau RDJ and BCG Russian-I were complex but still share some
similarities. Both strains stimulated the classic Thl pattern, although BCG Russia n-1 was a
stronger inducer of inflammatory cytokines in vitro. In contrast, BCG scarring was more
evident after vaccination with BCG Moreau RDJ, with BCG Russian-I resulting in a milder
skin vaccine lesion. Thus, the replacement of BCG Moreau for BCG Russia would be a practical

solution to overcome a shortage in the local manufacturing of BCG Moreau.
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