sGacervo+
"Q index base Revista Eletronica Acervo Saude | ISSN 2178-2091

Citocinas séricas da resposta imune em adultos e neonatos na
imunidade treinada induzida por BCG: revisdo sistematica

Immune response serum cytokines in adults and neonates in BCG-induced immunity
trained: a systematic review

Citoquinas séricas de respuesta inmune en adultos y neonatos en inmunidad inducida por
BCG entrenados: una revision sistematica

Lara Fidelis Vieira Lemes?, Herminio Mauricio da Rocha Sobrinho?, lasmim Ribeiro da Costa?,
Antonio Marcio Teodoro Cordeiro Silvat, Irmtraut Araci Hoffmann Pfrimer?,

RESUMO

Objetivo: Avaliar as principais citocinas caracterizadas apés a inducdo da imunidade treinada pela vacina
BCG, em adultos e neonatos saudaveis, e verificar se 0s resultados encontrados nesses dois grupos
apresentam semelhancas ou divergéncias nas citocinas. Métodos: Trata-se de uma revisao sistematica da
literatura, utilizando os bancos de dados do NCBI (plataforma PubMed) e Periddicos Capes para busca e
selecdo dos artigos, utilizando cinco descritores. Resultados: Os resultados demonstraram que ndo ha
grandes diferencas entre os achados das citocinas dosadas nos adultos e nos neonatos, apods a inducao da
imunidade treinada, pela vacina BCG. Estes resultados sugerem que a imunidade treinada ocorre em
gualquer idade. Dois dos estudos selecionados abordavam resultados de citocinas dosadas apds um ano,
demonstrando a permanéncia da imunidade treinada induzida pela BCG neste periodo. A IL-6, IL-18 e o
TNF-a foram as citocinas que mais se destacaram nos dez artigos selecionados, pois demonstraram altos
niveis séricos na maioria dos estudos. Consideracdes finais: E necessario realizar mais estudos de longo
prazo para o melhor entendimento da imunidade treinada, o que beneficiaria 0 avango de novas vacinas
visando prote¢do humana contra diferentes tipos de infec¢des por micro-organismos.

Palavras-chave: Imunidade Inata, Citocinas, BCG, Adultos, Neonatos.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the main cytokines characterized after the induction of immunity trained by the BCG
vaccine, in healthy adults and neonates, and to verify if the results found in these two groups present
similarities or divergences in the cytokines. Methods: This is a systematic literature review, using the NCBI
databases (PubMed platform) and Capes Periodicals to search and select articles, using five descriptors.
Results: The results showed that there are no major differences between the findings of cytokines measured
in adults and neonates, after induction of trained immunity by the BCG vaccine. These results suggest that
trained immunity occurs at any age. Two of the selected studies addressed the results of cytokines
measured after one year, demonstrating the permanence of BCG-induced trained immunity in this period. IL-
6, IL-1B, TNF-a were the cytokines that stood out the most in the ten selected articles, as they showed high
serum levels in most studies. Final considerations: More long-term studies are needed to better
understand trained immunity, which would benefit the advancement of new vaccines aimed at human
protection against different types of infections by microorganisms.

Key words: Innate Immunity, Cytokines, BCG, Adults, Neonates.

RESUMEN

Objetivo: Evaluar las principales citoquinas caracterizadas luego de la induccién de inmunidad entrenada
por la vacuna BCG, en adultos y neonatos sanos, y verificar si los resultados encontrados en estos dos
grupos presentan similitudes o divergencias en las citoquinas. Métodos: Se trata de una revision
sistematica de la literatura, utilizando las bases de datos NCBI (plataforma PubMed) y Capes Periodicals
para buscar y seleccionar articulos, utilizando cinco descriptores. Resultados: Los resultados mostraron
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gue no existen grandes diferencias entre los hallazgos de citoquinas medidos en adultos y neonatos, luego
de la induccién de inmunidad entrenada por la vacuna BCG. Estos resultados sugieren que la inmunidad
entrenada ocurre a cualquier edad. Dos de los estudios seleccionados abordaron los resultados de las
citoquinas medidas después de un afio, demostrando la permanencia de la inmunidad entrenada inducida
por BCG en este periodo. IL-6, IL-1B, TNF-a fueron las citocinas que mas se destacaron en los diez
articulos seleccionados, ya que demostraron niveles séricos elevados en la mayoria de los estudios.
Consideraciones finales: Se necesitan mas estudios a largo plazo para comprender mejor la inmunidad
entrenada, lo que beneficiaria el avance de nuevas vacunas destinadas a la proteccion humana contra
diferentes tipos de infecciones por microorganismos.

Palabras clave: Inmunidad Innata, Citocinas, BCG, Adultos, Neonatos.

INTRODUCAO

O sistema imunitério dos vertebrados, quando estimulado por um antigeno, produz uma resposta frente
ao mesmo que é classicamente dividida em: resposta imune inata e resposta imune adaptativa. A resposta
imune inata é a primeira linha de defesa do nosso organismo, ao encontrar um patégeno, gerando uma
resposta rapida e pouco especifica. A resposta imune adaptativa é a segunda linha de defesa do nosso
organismo, que, embora mais lenta para responder, desenvolve resposta especifica frente ao patdégeno,
além de gerar a meméria imunoldgica (NETEA MG, et al., 2017).

A capacidade de produzir memoéria imunolégica ja foi descrita como exclusiva do sistema imune
adaptativo. Contudo, varios experimentos comprovaram que o sistema imune inato também é capaz de criar
memoéria imunolégica, denominando-se imunidade treinada ou imunidade inata treinada (RUSEK P, et al.,
2018). A memoria imunoldgica adaptativa classica é diferente da memoéria utlizada no contexto da
imunidade inata treinada. A resposta da imunidade treinada € acentuada em uma infec¢cdo secundéria,
podendo responder para 0 mesmo microorganismo ou para um diferente, gerando prote¢do cruzada
(NETEA MG e VAN JDM, 2011).

Esse processo envolve programacédo epigenética no nicleo das células de origem mieloide, ocasionando
mudan¢as no comportamento metabdlico e fenotipico, 0 que promove uma resposta imune intensa a
estimulos secundarios (MULDER WJ, et al., 2020). A reprogramac¢do epigenética, induzida pela vacina
Bacilo Calmette-Guérin (BCG) nas células da imunidade inata, leva a uma produgdo aumentada das
citocinas inflamatdrias, resultando em uma agdo mais ativa apos a reestimulacdo (ARTS RJ, et al., 2018).

Para a inducdo da imunidade treinada, utilizam-se estimulos efetores como: Bacilo Calmette-Guérin, B-
glucana, quitina, lipopolissacarideo (LPS) (RUSEK P, et al., 2018). A vacina BCG é uma variante atenuada
do Mycobacterium bovis, que causa tuberculose (TB), em bovinos (MULDER WJ, et al., 2020).

O estudo dos efeitos heterélogos da vacinacdo com BCG forneceu subsidios para a descoberta da
imunidade treinada (NETEA MG e VAN JDM, 2017). Em 1959, a vacina BCG foi utilizada como produto
imunoterapéutico para o tratamento do cancer. O seu uso foi aprovado pelo Food and Drug Administration
(FDA), dos EUA, para o tratamento do cancer de bexiga, além de outras doencas malignas, como: linfoma e
melanoma (MULDER WJ, et al., 2020).

A reprogramacao epigenética e metabdlica das células sdo dependentes uma da outra, ou seja, para que
a reprogramacédo epigenética ocorra, € necessario que varios metabdlitos atuem como cofatores induzindo
modificacdes na cromatina e DNA (NETEA MG, et al., 2016). Apdés o primeiro contato ou estimulo, a
Proteina Quinase Serina/Treonina (Akt) é fosforilada ativando a via do Mammalian Target of Rapamycin
(mTOR), estimulando a mudanca imunometabdlica, além de promover a tradugdo e ativagdo da proteina
hypoxia-inducible factor (HIF), importante regulador na resposta imune contra patégenos intracelulares. O
HIF atua aumentando a glicélise e a codificacdo da IL-1B e receptor de Toll-like-2 (TLR2) e TLR4 (LIU Y, et
al., 2020).

O metabolismo da glutamina junto ao Ciclo do Acido Tricarboxilico (TCA) liberam metabdlitos
importantes (citrato e fumarato) para a inducao do fenétipo treinado. O citrato € convertido em oxalacetato e
Acetilcoenzima A (Acetil-CoA), atuando como doador de acetil para as histonas acetil transferases. O
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fumarato atua inibindo a lisina demetilase 5 (KDM5) histona demetilase, promovendo a acessibilidade para
alteracdo na cromatina, enriqguecendo a marca epigenética H3K4me3 (BEKKERING S, et al., 2018).

A vacina BCG é aplicada em recém-nascidos, logo ap6s o nascimento ou alguns dias ap6s. Sua eficacia
esta acima de 70% contra a meningite tuberculosa e a TB miliar. Em contrapartida, a TB pulmonar resulta
em protecdo de 52% (COVIAN C, et al., 2019). A vacina¢ido com a BCG reduziu a mortalidade em criancas,
em decorréncia da protecdo cruzada ndo especifica, gerada por essa vacina a outros patégenos. A primeira
evidéncia descrita desse fendbmeno foi em 1927, na Suécia, por Carl Naslund, que relatou uma taxa de
mortalidade trés vezes menor em recém-nascidos vacinados com BCG, quando comparados aos nao
vacinados (AABY P e BENN CS, 2012).

Ha diversas evidéncias sobre os efeitos protetores da vacinacéo e de estudos experimentais, com a
BCG, induzindo a imunidade treinada em animais (KAUFMANN E, et al., 2018) e humanos. A utilizacdo da
vacina BCG apresenta aplicagbes importantes, comprovadas em tratamentos imunoterapéuticos, e em
efeitos protetores nédo especificos contra infecgbes virais, bacterianas e/ou flngicas (MOORLAG SJ, et al.,
2019).

A imunidade treinada tem mudado nossa visdo sobre o entendimento do sistema imunitario inato, além
de diferentes formulagbes de vacinas, visando, futuramente, a produgdo de vacinas com prote¢cdo ampla,
contra varios patdégenos ao mesmo tempo. Nos ultimos 10 anos, tem crescido bastante o conhecimento
cientifico para compreender melhor como funciona a imunidade treinada (GOURBAL B, et al., 2018).

Desse modo, o0 objetivo do estudo foi analisar se ha relacdo do aumento dos niveis plasmaticos de
citocinas inflamatdrias, apds inducéo da imunidade treinada pela BCG e prote¢cdo/ memdria imunolégica
contra infecgcdes secundarias em neonatos e adultos saudaveis.

METODOS

Trata-se de uma revisdo sistematica da literatura sobre o sistema imunitario de adultos e neonatos
saudaveis, ap0ds a inducéo da imunidade treinada pela BCG, nas células imunes inatas, sendo avaliada a
responsividade pela andlise da dosagem de citocinas. Este estudo possui cadastro pela plataforma
International Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO), apresentando o registro
CDR42022341391.

Para a selecao dos estudos, foram adotados, como critérios de incluséo: artigos com abstract, revisado
por pares, no periodo de 2010 a 2021, com tema principal de imunidade treinada induzida por BCG e
estudos experimentais em células imunes humanas. Como critérios de excluséo, foram retirados: estudos
experimentais com animais, estudos voltados para doencas de origem ndo infecciosa e com comorbidades.

As bases de dados escolhidas para busca foram: National Center for Biotechnology Information —
utilizando a plataforma do PubMed e Periddicos Capes, pois indexam grande quantidade de revistas de
varios paises. As buscas pela PubMed foram iniciadas no dia 26 de abril e finalizadas no dia 21 de maio de
2021, enquanto as buscas pelo Periédicos Capes se iniciaram e terminaram no dia 28 de julho de 2021.

Foram utilizados os mesmos descritores e filtros nas bases de dados: Pubmed e Periédicos Capes. Os
cinco descritores escolhidos foram: trained immunity; innate memory; trained innate immunity; innate
immunity memory; e trained immunity in monocytes. Os filtros usados foram: operador booleano — aspas
(*"), recorte temporal no periodo de 2010 a 2021, com abstract e revisado por pares.

Ao fim da busca, foram obtidos 51 estudos (49 da PubMed e 2 do Periédicos Capes) para selecdo, duas
revisoras fizeram a andlise dos estudos manualmente de forma independente e depois em conjunto. Foram
analisados a metodologia e os resultados de todos os estudos, separando-os em 2 grupos: (1) adultos e
BCG (5 estudos); e neonatos e BCG (5 estudos). Apos a selecdo dos 10 estudos mencionados
anteriormente, se iniciou o processo de coleta de dados, avaliando cada estudo de forma independente.
Detalhamos como foi realizada a identificacdo dos estudos (Figura 1), através do diagrama de fluxo
disponibilizado pelo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (PAGE
MG, et al., 2021).
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Figura 1 — Diagrama de fluxo do processo de identificacdo, triagem e estudos incluidos para a revisao

sistematica.

Identificac@o dos estudos por meio de bancos de dados e registros

Identificacdo

Estudos identificados do:
PubMed (n = 660)
Periodicos Capes (n = 71)

Estudos removidos antes da
triagem - PubMed:

Estudos duplicados removidos
(n =60)

Estudos marcados como
inelegiveis por ferramentas de
automacéo (n = 0)

Estudos removidos por outras
razdes (n = 551)

/
—~

Estudos removidos antes da
triagem — Periddicos Capes:
Estudos duplicados removidos
(n=16)

Estudos marcados como
inelegiveis por ferramentas de
automacéao (n = 0)

Registros removidos por outras
razbes (n = 53)

Estudos rastreados (n = 51)
PubMed (n= 49)
Periodicos Capes (n=2)

!

Estudos excluidos (n = 680)
PubMed (n= 611)
Periédicos Capes (n= 69)

Triagem

Estudos procurados para
recuperacéo (n = 0)

!

Estudos avaliados por
elegibilidade (n = 10)
Adultos vs BCG (n=5)
Neonatos vs BCG (n=5)

4

l

Estudos excluidos (n= 51):

N&o abordavam sobre BCG (n = 9)
Vacinas vs BCG (n = 6)
Infecciosas vs BCG (n =5)

Outras razdes (n= 31)

Incluidos

Estudos incluidos na reviséo
(n=10)

Legenda: Todos os filtros citados anteriormente foram usados e contribuiram para que ndo houvesse
estudos procurados para recuperacao. As outras razfes ndo detalhadas dos estudos excluidos sao:
estudos que ndo tinham dosagem de citocinas, dosagem de citocinas antes da vacinagdo com BCG e
estudos com animais. Fonte: Lemes LFV, et al., 2022.
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RESULTADOS

Dentre os 10 estudos selecionados para analise, Kleinnijenhuis J (2012), Kleinnijenhuis J (2013) e
Kleinnijenhuis J (2014) foram os Unicos que ndo descreveram o tipo de vacina BCG que foi utilizada nos
seus estudos. As vacinas BCG; utilizadas nos demais estudos foram de dois tipos: a primeira vem de uma
estirpe dinamarquesa com numeracédo 1331 (BCG 1331 Danish), e a segunda foi feita pelo Laboratério
Intervax, na Bulgaria (BCG Bulgaria Intervax). Ambas utilizam o M. tuberculosis vivo atenuado (SISCO MC,
et al., 2020).

Na Tabela 1, ha a descricao dos 5 estudos selecionados, apresentando resumidamente o tema ou titulo
abordado, o autor, o ano da publicacdo, a quantidade de voluntarios, adultos saudaveis e as citocinas
dosadas. Optamos por demonstrar os resultados em forma de tabela para facilitar a visualizagdo e
entendimento de todos os artigos.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos estudos selecionados abordando as citocinas dosadas ap6s indugéo
da imunidade inata treinada em voluntarios adultos saudaveis.

TITULO AUTOR E ANO N° PARTICIPANTES CITOCINAS DOSADAS

(1) Long-Lasting Effects
of BCG Vaccination on

Both Heterologous KLEINNIJENHUIS J, et 18 voluntérios TNFa, IL-1B, IFN-y, IL-17
Th1/Th1l7 Responses al. (2013). e lL-22.
and Innate Trained
Immunity.

(2) BCG-induced trained

immunity in NK cells: role | KLEINNIJENHUIS J, et
for non-specific al. (2014).

protection to infection.

29 voluntarios (dosagem
de citocinas em 20
voluntérios)

TNFa, IL-1B, IL-6, IFNB e
IFNy.

(3) BCG Vaccination in
Humans Elicits Trained
Immunity via the
Hematopoietic
Progenitor Compartment.

CIROVIC B, et al. 20 voluntArios IFNa, IFNy ,IL-1B, IL-10,
(2020). IL-6, TNF, e IL-1Ra.

(4) Bacille Calmette-
Guérin induces NOD2-
dependent nonspecific

protection from
reinfection via epigenetic
reprogramming of
monocytes.

KLEINNIJENHUIS J, et

al. (2012). 20 voluntarios TNFa, IL-1B8, IL-6 e IFNy.

(5) BCG Vaccination

Induces Long-Term .
Functional 25 voluntarios antes da

Reprogramming of MOORLAG SJ, etal. | vacinagdo e 23 apos a

(2020). vacinagio IL-8, TNFa e IL-1P.

Human Neutrophils.

Legenda: IL (interleucina), TNFa (fator de necrose tumoral alfa), B (beta), IFNy (interferon gama), IL-1Ra.
Fonte: Lemes LFV, et al., 2022.

A Tabela 2 apresenta as mesmas descricdes da Tabela 1, sé que o publico-alvo é de neonatos. Todos
os estudos aqui selecionados foram aprovados por comités de ética em pesquisa e tinham a autorizagao por
escrito dos pais.
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Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos estudos selecionados abordando as citocinas dosadas ap6s inducao
da imunidade inata treinada em neonatos saudaveis.

- NO
TITULO AUTOR E ANO PARTICIPANTES CITOCINAS DOSADAS

(6) BCG-induced non-specific effects

. : : 462 neonatos
on heterologous infectious disease

. ) PRENTICE S, et (dosagem de TNF, IL-1B, IL-6, IL-10 e
in Ugandan neonates: an o
. . . . al. (2021). citocinas em 31 IFNy.
investigator-blind randomized

) neonatos)
controlled trial.
(7) Whole Blood Profiling of Bacillus IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-2,
calmette—guérin-induced Trained 21 neonatos (11 IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
innate immunity in infants identifies | SMITH SG, et IL-8, IL-9, IL-10, I1L-12p40,

vacinados e 10 nao

epidermal growth Factor, il-6, al. (2017). vacinados) IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-

Platelet-Derived growth Factor-aB/ 17, IFNa2, IFNy, TNFa,

BB, and natural Killer cell activation. TNFB.

(8) Bacillus Calmette-Guérin

\c/acocll?netatlornes a;nsb;rsthtoar:in—lz e\gitfriz NISSEN TN, et v;iﬁwgggsnaet%z(rzso IL-1B, TNF-a, IL-6, IFN-y,
yt P P al. (2017) IL-10, IL-17, IL-22.

stimulation. A randomized clinical
trial.

vacinados)

(9) Neonatal BCG vaccination
influences cytokine responses to | FREYNE B, et
Toll-like  receptor ligands and al. (2018).

heterologous antigens.

212 neonatos (119
vacinados e 93 néo
vacinados)

IL-1B8, IL-1Ra, IL-6, IL-8,
IFN-y, IL-10, TNF-a.

(10) Monocytes from neonates and
adults have a similar capacity to 30 voluntarios
. . . NAMAKULA R
adapt their cytokine production after v ’ adultos e 15 IL-6, IL-10 e TNF.
. et al. (2020).
previous exposure to BCG and [3- neonatos.
glucan.

Fonte: Lemes LFV, et al., 2022.

Nos estudos envolvendo a estimulacdo da imunidade treinada pela BCG em adultos foram utilizadas
amostras de sangue total, para separacao e cultivo celular das células imunes inatas. Apés a estimulagéo
com agentes microbianos foi realizada a dosagem das citocinas.

Em todos os 5 estudos dos adultos e a BCG, a metodologia escolhida para a coleta e andlise dos
experimentos ocorreu em 3 etapas. A primeira coleta foi realizada antes da vacinagdo dos voluntarios
saudaveis e virgens de BCG; a segunda coleta foi realizada ap6s 2 semanas da vacinacdo com BCG; e a
terceira apds 3 meses. Apenas Kleinnijenhuis J (2013), optaram por fazer uma quarta coleta, apés 1 ano da
vacinagdo com BCG.

As citocinas dosadas nos adultos foram: IL-1pB, IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-22, IFN-a, IFN-(B, IFN-y
e TNF-a. As trés citocinas que apresentaram altos niveis nos experimentos dos adultos vacinados com BCG
foram: IL-1B, IFN-y e TNF-a (Tabela 3).

Para todos os estudos com neonatos, houve uma média de 84,6 (+88,8) participantes, com variagédo de
15 até 212. Para os estudos com adultos, foi constatada uma média de 26,0 (+ 11,6) participantes, com
variacdo de 18 até 48.
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Tabela 3 - Metodologia aplicada e resultados das citocinas apés estimulacdo especifica e ndo especifica
nos voluntarios adultos saudaveis vacinados pela BCG.

AUTOR

AMOSTRA/COLETA

EXPERIMENTO

AUMENTO DAS
CITOCINAS

NAO
ALTERACAO
DAS CITOCINAS

Separacéao . S
Sangue venoso, coleta celular ApOs vacinacao:
(1) antes da vacinagéo, 2 estimula éo’ com IFN-y, IL-17, IL-
KLEINNIJENHUI semanas, 3 mesese 1l §a0 22, TNF-a e IL- -
S J, etal. (2013) ano apos a vacinacao M. tub(_arculoss, c. 1B
' ' ' ' albicans, S. '
aureus e E. coli.
Sangue venoso, coleta Separacao IFNB estava
celular,

(2)
KLEINNIJENHUI

antes da vacinagéo, 2
semanas, 3 meses

estimulacdo com

M. tuberculosis, C.

ApOs a vacinagao:
IL-1B, IL-6 e TNF-

abaixo do limite de
deteccédo e o IFN-y

S J, et al. (2014). apos a vacinacgéo. ; a. néo teve aumento
albicans, S. ST
significativo.
aureus.
= TNF e IL-6 néo
Sangue venoso, coleta Separagéo
antes da vacinacéao, 2 celular ApOs vacinagédo: apresentaram
(3) CIROVIC B, et ' imulaca ' IL ‘ diferenca nas
al. (2020) semanas, 3 meses estimulacdo com | IFN-y, IL-1Ra, IL- dosagens antes e
' ' apos a vacinagao. placebo e C. 10, IFN- a e IL-1B. depois da
albicans. POIS
vacinagao.
Sangue venoso, coleta Sigﬁjﬁfrao
(4) antes da vacinacao, 2 ' Ap6s vacinagdo: | IL-6 estava abaixo

estimulacdo com

KLEINNIJENHUI semanas, 3_me§es M. tuberculosis, C. IFN-y, IL-1B, TNF- do I|m|te~ de
S J, etal. (2012). apos a vacinacao. ; a. deteccéo.
albicans, S.
aureus.
Separagéo
Sangue venoso, coleta celular, IL-1B e TNF- a

(5) MOORLAG
SJ, et al. (2020).

antes da vacinacao, 2
semanas, 3 meses
apos a vacinacgéo.

estimulacdo com
M. tuberculosis, C.
albicans e LPS.

ApOs vacinagédo:
IL-8.

estavam abaixo do
limite de deteccéo.

Legenda: M. tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis), S. pneumoniae (Streptococcus pneumoniae), C.

albicans (Candida albicans), S. aureus (Staphylococcus aureus), E. coli

(Lipopolissacarideo bacteriano).
Fonte: Lemes LFV, et al., 2022,

(Escherichia coli) e LPS

Nos estudos envolvendo a estimulacdo da imunidade treinada pela BCG em neonatos, para verificagdo

da dosagem de citocinas foram utilizados sangue venoso e/ou sangue do corddo umbilical para realizacéo
dos experimentos. As citocinas dosadas nos neonatos foram: IL-1q, IL-1B, IL-1Ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17, IL-22, IFNy, IFNa2, TNF, TNFa e TNFB. As
trés citocinas que apresentaram altos niveis nos experimentos foram: IL-18, IL-6 e TNF-a.

Prentice S (2021) realizaram a coleta em dois grupos: neonatos vacinados ap0s 0 nascimento e
neonatos vacinados de forma tardia (apds 6 semanas). As coletas foram realizadas apos 5 dias da
vacinacdo. Os neonatos vacinados no nascimento tiveram sua primeira coleta de sangue apds 5 dias e
apos 6 semanas. No grupo tardio da vacinagao, a primeira coleta foi realizada na sexta semana apos alguns
dias j& vacinados e em 10 semanas. Houve diferenca significativa no aumento das citocinas dos neonatos
vacinados no nascimento, em compara¢ao com 0S neonatos vacinados tardiamente.

Smith SG (2017) dividiram seu experimento em dois grupos: neonatos vacinados com BCG apos 6
semanas e neonatos ndo vacinados. Dentre as citocinas dosadas, a IL-6 foi a Unica que teve aumento
estatisticamente significativo nos estimulos especificos, com o M. tuberculosis e, também, nos estimulos
nao especificos.
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Nissen TN (2017) avaliaram dois grupos: neonatos vacinados e ndo vacinados. A vacinacao foi feita em
até 7 dias ap0s o nascimento e apds 4 dias foi feita a primeira coleta desse grupo, seguindo depois o
protocolo de coleta apds 3 meses da vacinagdo com BCG e 13 meses. Dentre as citocinas dosadas, o IFN-y
e a IL-22 obtiveram aumento estatisticamente significativo com o estimulo da BCG, apés 13 meses.

No estudo de Freyne B (2018), foi feita a vacinagdo com BCG do primeiro grupo em até 10 dias apés o
nascimento e a coleta de sangue foi realizada apés 7 dias da vacinagéo, nos neonatos vacinados, e nos
neonatos ndo vacinados. As citocinas que apresentaram aumento estatisticamente significativo (IL-1(3, IL-6
e IL-1Ra) foram dos neonatos vacinados e de mades que também haviam sido vacinadas pela BCG, em
algum momento de suas vidas.

Namakula R (2020) fizeram a coleta de sangue dos neonatos pelo corddo umbilical no nascimento, e,
nos adultos, foram realizadas coletas de sangue venoso. Os estimulos foram realizados utilizando a BCG,
LPS e B-glucana. A IL-6 apresentou aumento estatisticamente significativo, apds o estimulo com BCG, nos
adultos e nos neonatos, e o TNF teve aumento somente nos adultos (Tabela 4).

Tabela 4 - Metodologia aplicada e resultados das citocinas apés estimulacdo especifica e ndo especifica

nos neonatos saudaveis vacinados pela BCG.

AUMENTO NAO
AUTOR COLETA/AMOSTRA EXPERIMENTO DAS ALTERA(;AO
CITOCINAS DAS CITOCINAS
Sangue venoso, 5 dias Separacéo celular, Nos bebés
(6) PRENTICE | ap0s randomizagéo, 6 estimulacdo com E. vacinados no IL-10 e IFN-y n&o
S, et al. (2020). semanas e 10 coli, S. pneumoniae, S. | nascimento: IL- | foram divulgados.
semanas. aureus e C. albicans. 6, TNF e IL-1B.
IL-8, IL-6, IL-7,
Separacéo celular, IL-10, IL-
. estimulacdo com LPS, 12p40, IL-2, IL-1B, IL-3, IL-4,
(Qt ilMgoHl%G Sa”?#(js‘éingji’/} 2pos 41 E coli, S. aureus, C. | IFN-y, IL-13, IL- | IL-9, IL-12p70 e
' ' ' albicans, M. 1a, IL-1Ra, IL- IL-15.
tuberculosis e PPD. 5, TNF- a,
IFNa2 e TNFB.
Separacéo celular,
(8) NISSEN TN S_angue venoso_apés 4 estim.ulagéo com LI_DS, IFN-y e IL-22 — | IL-1B, IL-10, TNF-
etal. (2017) ' | dias da randomizacao, | E. coli, S. pneumoniae, c/ estimulo da a, IL-6 e IL-17.
’ ' 3 meses e 13 meses. BCG, C. albicans e BCG.
PHA.
Separagéo celular,
estimulacdo com M.
tuberculosis, LPS, E.
(9) FREYNE B, | Sangue venoso apoés * gg'c’;sépg?gjig?gaﬁ" IL-1B, IL-6 e IL- | IL-10, IFN-y, IL-8,
et al. (2018). 17 dias do nascimento. | . . ‘oD 1Ra. TNF- a.
influenzae, S. grupo B,
L. monocytogenes,
Peptideo glucano e
Pam3csk4.
(20) Sangue umbilical e es?i?rrl)l?l;?;gé&:)oc%erwlliilgs Adultos: IL-6 e Adultos:IL-10.
NAMAKULA R, sangue venoso dos BCG. C. albicans e B_’ TNF. Neonatos: IL-10 e
et al. (2020). adultos. ! giucano Neonatos: IL-6. TNF.

Legenda: PPD ((S)-(2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS) -propyl)- N-palmitoyl-(R)-Cys-(S)-Ser(S)-Lys4-OH), PHA
(phytohemagglutinin), H. influenzae (Haemophilus influenzae), L. monocytogenes (Listeria monocytogenes),
S. grupo B (Streptococcus do grupo B.), B-glucano (beta-glucano).
Fonte: Lemes LFV, et al., 2022,

Em todos os 10 estudos analisados, ndo houve diminuicdo das citocinas durante os experimentos.
Utilizamos o termo na Tabela 3 e na Tabela 4 de “néo alteragao das citocinas”, representando as citocinas
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gue ndo puderam ser dosadas por estarem abaixo do nivel de deteccdo, e para aquelas que néao
ultrapassaram o limite do controle. Curiosamente, nenhum estudo teve diminuicdo das citocinas durante o
experimento, apenas mantiveram-se nos mesmos niveis do controle.

A metodologia aplicada aos estudos com neonatos foi diferente da aplicada com os adultos,
principalmente, pela dificuldade da coleta e quantidade permitida de extracdo sanguinea. Portanto, dos 5
artigos selecionados, Smith SG (2017), Freyne B (2018) e Namakula R (2020) fizeram apenas uma coleta.
Namakula R (2020) optaram por fazer a coleta pelo corddo umbilical dos neonatos, logo apds o nascimento
e ndo foi identificado se as maes eram vacinadas com BCG. Prentice P (2021) conseguiram fazer 2 coletas
e o Nissen TN (2017) conseguiram fazer 3 coletas.

DISCUSSAO

A reprogramacao epigenética promove mudanca nos sitios promotores das citocinas pré-inflamatérias. O
resultado dessa acdo é o aumento da producgdo de citocinas, que acarreta na potencializacdo da acgdo da
resposta imune contra o invasor, eliminando-o com mais rapidez e eficacia (ARTS RJ, et al., 2018). As
principais citocinas descritas na caracteristica da imunidade treinada foram as citocinas pro-inflamatorias,
como: TNF-a e IL-6, e as anti-inflamatérias, como: IL-10 e IL-1Ra (BEKKERING S, et al., 2016).

Apds a anadlise dos 10 artigos, as principais citocinas que apresentaram aumento estatisticamente
significativo apdés os experimentos, tanto nos adultos vs. BCG, quanto nos neonatos vs. BCG foram as
mesmas: IL-6, TNF-a e IL-1B. Esses resultados encontrados estavam de acordo com os resultados
apresentados por Netea MG (2011), Cheng SC (2015) e Merini LR (2012), como as principais citocinas no
papel da imunidade inata treinada.

Kleinnijenhuis J (2013) demonstraram que as respostas de potencializacdo inespecificas, geradas pela
imunidade inata treinada, se manifestaram por pelo menos 1 ano apds estimulo especifico (M. tuberculosis)
e ndo especificos (C. albicans, S. aureus e E. coli), em adultos vacinados com a BCG. Nissen TN (2017)
também demonstraram a mesma capacidade das células imunes inatas treinadas de manterem a resposta
por pelo menos 1 ano com estimulo especifico do M. tuberculosis apos a vacinagdo com BCG, s6 que em
neonatos. Podemos supor que talvez a imunidade treinada ndo tenha diferenga no quesito de idade, entre
neonatos e adultos, pois estdo mantendo os niveis altos de citocinas, apds um ano.

O estudo de Namakula R (2020) foi o Unico artigo que fez os experimentos com voluntarios adultos e
neonatos ao mesmo tempo. Os resultados demonstraram uma magnitude semelhante nas respostas das
citocinas dos adultos e neonatos, principalmente, para a IL-6. Esses dados séo similares aos artigos desta
revisdo, pois a IL-6 foi a que mais apresentou aumento estatisticamente significativo nos experimentos, com
0S neonatos, e em segundo com os adultos.

Entre os artigos selecionados e analisados, apenas os estudos de Kleinnijenhuis J (2013) e Nissen TN
(2017) conseguiram fazer acompanhamento e experimento de até 1 ano. Varias limitagfes impedem que os
estudos se prolonguem por 1 ano ou mais, como: falta de financiamento, mudancas e/ou viagens dos
voluntarios, doencgas infecciosas ou comorbidades, perda do contato, falta de interesse em continuar o
estudo, dentre outros.

Varios paises que aderiram a vacina BCG, no programa nacional de imunizagéo, tém visto resultados
positivos. Na Guiné-Bissau, ap6s a aplicagao da vacinagdo com BCG, em neonatos, a mortalidade neonatal
reduziu em 38% (SORENSEN B, et al., 2017). Na Africa do Sul, ap6s aplicacdo da vacina BCG, em
adolescentes houve diminuicdo nas infecgbes do trato respiratério em 73% (NEMES E, et al., 2018). Ha
ensaios controlados e randomizados, na Holanda e na Australia, que estdo avaliando se a vacina BCG
reduz a gravidade e/ou a incidéncia da COVID-19 (CURTIS N, et al., 2020).

Como citado anteriormente, as citocinas sdo proteinas que medeiam e/ou regulam todo o sistema
imunitario. Durante uma infecgédo, as células da imunidade inata, que foram treinadas, produzem altos niveis
de citocinas pré-inflamatérias, promovendo resolugdo mais rapida da infeccdo (ARTS RJ, et al., 2018;
MERINI LR, et al., 2012). O que ndo se sabe ao certo €, até que ponto o treinamento das células imunes
inatas pode trazer somente beneficios, sendo necessério mais estudos no aprofundamento do efeito das
citocinas ap6s a indugdo da imunidade treinada.
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A IL-1B atua em diferentes funcdes bioldgicas, como 0 aumento da sinalizacdo durante uma infec¢éo na
fase aguda, promovendo o deslocamento das células imunes para o local de infeccdo e a producao
secundaria de citocinas (TISONCIK JR, et al., 2012). A regulacdo da hematopoiese de emergéncia também
€ outra fungdo da IL-1B; sua agédo esta relacionada a atividade funcional nos progenitores hematopoiéticos
da medula 6ssea, aumentando a sobrevivéncia das células mieléides maduras (MITROULIS |, et al., 2018).
A IL-1B apresentou capacidade de gerar imunidade treinada in vitro. Foi utilizada como estimulante em
monécitos humanos, demonstrando um fenétipo semelhante ao gerado pelo estimulo da BCG, e apresentou
aumento na producgéo de IL-6 e TNF-a (ARTS RJ, et al., 2018).

A IL-6 apresenta atividades pro6 e anti-inflamatorias; sua funcao protetora esta ligada a via de sinalizagdo
classica, onde o receptor da IL-6 (IL-6R) se liga @ membrana da célula. A atividade pré-inflamatéria é
mediada pela via de trans-sinalizagdo, utilizando o receptor de IL-6 soluvel (sIL-6R) (JOHN SR, 2018).
Outras fungbes mediadas pela IL-6 sdo: regulagdo metabdlica; acdo neurotréfica; diferenciacdo de linfécitos
B e células-tronco mieloides em plasmacitos; proliferagédo de células T (MARQUESI KF, et al., 2018).

O TNF-a apresenta fun¢gbes homeostéticas benéficas, como: a defesa contra microorganismos,
regeneracdo tecidual, resolu¢do do processo inflamatério, desenvolvimento do érgéo linfoide e inibicdo do
crescimento tumoral. ApGs o inicio da inflamacéo, o TNF-a promove a proliferagdo de células imunes e
estimulagéo do endotélio vascular (KEMANETZOGLOU E e ANDREADOU E, 2017). E considerado um
importante regulador nas respostas inflamatorias e estd envolvido na patogénese de doengas autoimunes e
inflamatérias (JANG D, et al., 2021).

Durante a busca e selecdo dos artigos, uma limitacdo que encontramos foi que grande parte dos artigos
apresentava experimentos em animais. Nossa revisdo foi voltada para artigos em que os testes fossem
realizados em células humanas saudaveis e com o uso da vacina BCG. Apenas 2 dos artigos selecionados
nesta revisdo obtiveram resultados até 1 ano de experimento, sendo necessério haver mais estudos a longo
prazo para avaliagdo da mesma.

CONSIDERACOES FINAIS

Paises que tém a vacina BCG dentro do programa nacional de imunizacdo apresentam indices de
mortalidade menores, em neonatos, e infec¢cdes do trato respiratério, em comparacdo aos paises que
deixaram de utilizar a vacina. A utilizacdo da vacina BCG em neonatos é aprovada e segura. Nossa
recomendacdo € que ela deve sim continuar sendo aplicada em neonatos e em adultos que ndo foram
vacinados anteriormente, em ambito global. Entretanto, sua utilizacdo para combate de outros patégenos e
producdo de vacinas ainda esta sendo estudada em ensaios clinicos randomizados. A imunidade treinada é
um campo significativo para o melhor entendimento do sistema imunitario, além de beneficiar o avango de
estudos e producdo de vacinas, visando a protecdo humana contra diferentes tipos de ameacas
microbianas. Este estudo contribuiu significativamente para elucidagdo das principais citocinas alteradas
ap6s a inducdo da imunidade treinada pela BCG em grupos com faixas etarias distintas. Todavia, €
necessario ter mais estudos que ultrapassem um ano de teste, para descobrir e apurar as propriedades da
imunidade treinada, em longo prazo e utilizagdo de outras células do organismo. Além, de ter estudos no
aprofundamento, dos mecanismos e vias, que as citocinas atuam, apés treinamento das células imunes
inatas.
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