Samary CS, Silva JRL, Rocco PRM . Impacto do BCG na asma

Atualizacao

BCG como modulador do processo inflamatdrio na asma.
BCG as an inflammatory modulator in asthma.

Cynthia dos Santos Samary', José Roberto Lapa e Silva’, Patricia Rieken Macedo Rocco’.

RESUMO

A aplicagdo da vacina do bacilo de Calmette-Guérin (BCG) tem sido bastante estudada, no que concerne ao tratamento/pre-
vencdo do processo alérgico da asma. Nesse artigo, serd realizada uma revisdo critica dos efeitos do BCG na asma, abordando
as conseqiiéncias respiratérias relacionadas a diferentes doses, momentos de aplicacado e vias de administracdo da BCG. O
BCG parece aumentar a resposta Th1, contrabalancando a resposta alérgica Th2, de modo a reduzir a eosinofilia nos pulmdes
e a hiperreatividade brénquica, bem como promover maiores niveis de IL-12 e menores niveis de IL-4, com conseqliente
melhora da func¢do pulmonar. Entretanto, o papel do BCG na asma ainda é pouco entendido e controverso, estando diversas
questdes acerca de dose e momento de aplicacdo do BCG ainda sem respostas. Portanto, mais estudos precisam ser realiza-
dos nesta area, para que a terapia com BCG possa vir a ser utilizada de maneira segura e eficaz em humanos.

Descritores: asma, bacilo de Calmette-Guerin (BCG), eosinofilo.

ABSTRACT

The application of the vaccine of the bacillus Calmette-Guérin (BCG) has been studied regarding the treatment/prevention of
the allergic asthma process. In this article, a review will be conducted on the effects of BCG in asthma addressing the respira-
tory consequences related to different doses, time of application and BCG administration routes. The BCG appears to increase
theTh1 response, balancing the allergic Th2 response in order to reduce lung eosinophilia and bronchial hyperreactivity, and
promote higher levels of IL-2 and lower levels of IL-4, with consequent improvement in lung function. However, the role of
BCG in asthma is still poorly understood and controversial, with several questions related to its dosage and time of applica-
tion. Therefore, more studies need to be performed in this area, enabling a safe and effective therapy in humans.

Keywords: asthma, bacillus Calmetté-Guerin (BCG), eosinophil.

INTRODUCAO

A asma é uma desordem atdpica caracterizada por
ativacdo e recrutamento de eosindfilos para o pulmao,
resultando em inflamacao cronica das vias aéreas e em
um eventual processo de remodelamento, em funcao
de seu reparo incompleto e/ou desordenado.’

A prevaléncia da asma tem aumentado nas ultimas
décadas e, por isso, ela tem sido considerada um proble-
ma de saude publica, principalmente nos paises desen-

volvidos."? Logo, diversos estudos vém sendo realizados,
com o intuito de propiciar um melhor entendimento dos
mecanismos inflamatdrios e imunoldgicos das doencas
alérgicas e o desenvolvimento de novas estratégias te-
rapéuticas, objetivando prevenir, ou até mesmo rever-
ter, as anormalidades inflamatdrias. Nesse contexto, o
tratamento/prevencdo da asma através da aplicacdo da
vacina com bacilo de Calmette-Guérin (BCG) vem sendo
estudado, uma vez que micobactérias sao adjuvantes
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naturais do sistema imune. O interesse pelo uso de mico-
bactérias, em diversos modelos experimentais de asma
e em humanos, justifica-se pelo fato desses microrganis-
mos induzirem uma alta producao de interferon-gama
(IFN-y) mediada por IL-12, producéo essa que pode ser
mantida por longos periodos, uma vez

Th2 em diferentes modelos de asma.** A producéo de
citocinas, como IL-12, IFN-y e TNF-a, por macréfagos
e células dendriticas tem sido proposta como um dos
possiveis mecanismos para restabelecer esse equili-
brio.2*722 (Figura 1)

que o bacilo pode ser administrado
vivo.?

Algumas infeccdes respiratorias
da infancia podem ativar o sistema
imune, tais como a catapora, saram-
po e tuberculose. Tais infec¢des atu-
am via Th1, tendo como citocinas
predominantes: interleucina (IL)-12,
IFN-y e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a). Uma vez que tais citocinas
podem inibirafuncdoTh2, a auséncia
destas infec¢des poderia permitir o
mecanismo imune Th2 e, entdo, pro-
porcionar doencas alérgicas, como:
rinite, dermatite atépica e asma.??
Essa assertiva esta de acordo com
a "Hipotese da Higiene’, a qual foi
proposta inicialmente por Strachan,
em 1989.% Esta hipotese teoriza que
0 aumento do asseio imposto pela
modernidade reduz a exposi¢do dos

fungos, bactérias e virus ao sistema
imune na infancia, permitindo uma
resposta imune imatura persistente,
com consequente desequilibrio des-
se sistema imunolégico e aumento
na probabilidade de desenvolvimen-
to de doencas alérgicas.>* Além disso, a persisténcia
dessa resposta imune imatura pode depender da pre-
senca de certas predisposi¢des genéticas e exposicdes
a certos fatores ambientais, aos quais as criangas sao
expostas na primeira infancia.’?

O beneficio da vacina BCG nas doencas atopicas
foi constatado, pela primeira vez, em um estudo cli-
nico realizado no Japdo com criancas na idade esco-
lar, onde observaram associacao entre a vacina BCG
e uma menor incidéncia de doencas alérgicas.®> Mo-
delos experimentais deram suporte a este conceito,
usando bactérias ndo patogénicas, produto de Myco-
bacterium bovis e Mycobacterum vaccae.>* Tal fato
tem estimulado a realizacdo de estudos clinicos em
pacientes com asma.?*34 Entretanto, ndo ha consenso
acerca do uso do BCG na asma, ja que diferentes do-
ses, vias de administracdo e momentos de aplicacéo
vém sendo utilizadas. Esse artigo visa a realizar uma
andlise critica dos estudos experimentais e clinicos
acerca do uso do BCG na asma.

MECANISMOS DE ACAO DO BCG

Recentes estudos evidenciaram a capacidade de
micobactérias de restaurarem o equilibrio entre Th1 e
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Figura 1 — Mecanismo de acdo do BCG em processos alérgicos. Note que o bacilo de Cal-
mette-Guérin (BCG) ativa linfécito T helper (Th)-1 através das células dendriticas (DC), e ma-
crofagos (M@) secretando interferon (INF)-y, interleucina (IL)-12 e fator de necrose tumoral
(TNF)-c.. Esse, por sua vez, reduz a resposta Th2 e, conseqlientemente, ha menor producao
de IL-5, IL-4, IL-13, imunoglobulina (Ig) E e eosinofilos (Eos).

Entretanto, as modifica¢des do sistema imuno-
l6gico que ocorrem nas respostas alérgicas nédo pa-
recem ser relacionadas somente ao desequilibrio de
resposta Th1 e Th2. Nesse contexto, as células T regu-
ladoras podem desempenhar um papel fundamen-
tal na regulacdo das respostas Th2, principalmente
através da subpopulacdo CD4+CD25+, cujo desen-
volvimento depende da expressao do fator de trans-
cricdo Foxp3.2*3%38 Zuany-Amorim e colaboradores
demonstraram que o efeito protetor exercido pelo
BCG na inflamacdo alérgica pulmonar seria indepen-
dente de IFN-y, mas correlacionado a proliferacao
de células T reguladoras, que seriam mediadas por
IL-10 e TGF-B.%° Por outro lado, Yang e colaboradores
demonstraram a importancia da molécula de adesao
VCAM-1 na supressao da resposta alérgica da asma
pela vacina BCG, descartando o papel das células T
reguladoras.’

Logo, os mecanismos que levam a supressdo
dos parametros relacionados a inflamacéo alérgica
cronica necessitam ser melhor elucidados. Diferen-
tes cepas bacterianas, tempo de infeccdo, momen-
to de aplicacéo, vias de inoculagdo, além de fatores
ambientais e genéticos, interferem na resposta imu-



nolégica induzida por micobactérias contra um anti-
geno alergénico, dificultando a compreensao desses
mecanismos.

BCG EM HUMANOS

Em humanos, o efeito da vacinacdo com BCG na
asma é um tema controverso (Tabela 1). Diversos es-
tudos sugeriram um efeito estimulador ou protetor
da imunizacao, dependendo da vacina, da popula-
¢do e da idade em que era administrada.”-?22+334041
A hipdétese de que a vacina contra a tuberculose, ou
outro tipo de exposicdo a micobactéria, pudesse pro-
teger contra alergia em criancas vacinadas com BCG,
no Japéo,® ndo foi observada em outros estudos.?*?
Tal controvérsia pode ser atribuida ao uso de dife-
rentes doses e caracteristicas bioquimicas do BCG,
na Europa, em comparacdo com o Japao, além de di-
ferencas genéticas e ambientais. Shirtcliffe, em 2004,
também nao encontrou diferenca significativa en-
tre o grupo tratado e o do placebo, em adultos com
asma grave,*® o que pode ser justificado pelo uso do
BCG inativado, nao atingindo os mesmos beneficios
do BCG selvagem.

Tabela 1 - Estudos realizados em humanos.
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Balicer e colaboradores realizaram meta-analise
para avaliar associacdo entre a imunizagao e o risco de
asma e observaram que o BCG ndo reduziu a probabi-
lidade de desenvolver asma na infancia ou adolescén-
cia.*? Por outro lado, Choi e colaboradores constataram
que a vacina BCG melhorou a fun¢ao pulmonar e redu-
ziu 0 uso de medicacdo em adultos com asma mode-
rada a grave, em funcdo da reducédo da resposta imune
Th2,%® porém a revacinacdo ndo evidenciou melhora
funcional significativa.?

BCG EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE ASMA

Do exposto, para uma melhor compreensdo dos
mecanismos que controlam as células Th1, Th2 e T re-
guladoras nas doencas alérgicas, varios autores pro-
puseram estudos experimentais em modelos murinos
de asma, associado a administracdo de micobactérias,
com o intuito de analisar os efeitos terapéuticos e/ou
profildticos dos vérios tipos de BCG no processo alérgi-
co daasma.>?

O principal evento para o desenvolvimento da
asma é a producao de alérgenos especificos CD4+ Th2.
Linfocitos Th2, estimulados pelo alérgeno ou parasitas,

Autor Idade BCG Resposta

Alm, 1997 % Criangas commenos de 6 meses BCG BCG nao afetou o desenvolvimento de atopia em
criangas com predisposicdo genética e ndo teve efeito
protetor nesta populacéo

Omeenas, 2000%° Homens e mulheres de 20-44 anos BCG N&o houve diferenca entre os grupos

tratados com BCG aos 14 anos

Aaby, 20002 400 criangas, de 3-14 anos BCG BCG aplicada precocemente na infancia pode prevenir
o desenvolvimento de atopia em criancas africanas

Gruber, 200124 Estudo prospectivo em 1314 BCG 10° UFC BCG aplicada precocemente na infancia néo foi

criangas, avaliando-se os
primeiros 7 anos de vida

Choi, 200228 Adultos asmaticos

Choi, 2003%° Continuag&o do estudo de 2002

BCG 58,2x10” UFC

Reaplicagao do BCG

58,2x107 UFC

Bager, 2003 Recém-nascidos versus criangas BCG

Shirtcliffe, 2004*° Adultos com asma moderada a

BCG inativado

associada a redugao de risco de desenvolver atopia
nem suas manifestacdes clinicas. A maioria das
diferencas neste estudo ndo foi significativa

BCG melhorou a fungdo pulmonar e reduziu o uso de
medicagdo em adultos com asma moderada-grave,
associada a reducao da resposta Th2

Aumento significativo da relagédo IFN-y/IL-4 no sangue
periférico, sugerindo uma terapia efetiva na asma

A idade da aplicagdo do BCG néo influenciou no
desenvolvimento da alergia ou asma.

Nao houve diferenca significativa entre o grupo tratado
e o do placebo

BCG japonesa percutanea teve melhor resultado

grave
Davis, 2006°2 Bebés com 3 semanas de idade  BCG dinamarquesa id
BCG japonesa id
BCG japonesa
percutanea

Cohon, 20073 22 criangas de 10-12 anos, com

asma leve a moderada

Imunoterapia especifica
(STI) + BCG

Melhora nos parametros clinicos e imunolégicos apés
12 a 16 semanas de tratamento.

BCG, bacilo de Calmette-Guerin; UFC, unidades formadoras de colonia; i.d., intradérmica.
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liberam IL-4 e IL-5, que tém papel fundamental no ini-
cio e na sustentacdo da resposta asmatica, regulando
a producdo de IgE e a diferenciacdo e o recrutamen-
to de basdfilos e eosindfilos.! Essas observacdes séo
de fundamental valor terapéutico na inibicdo de Th2
e diminuicdo da producéo eosinofilica proporcionada
pela aplicacdo do BCG. A partir destes dados, chegou-
se a conclusdo, quase que unanime entre os autores,
de que esta vacina é capaz de reduzir e/ou prevenir a
eosinofilia da via aérea, com conseqliente reducao de
sua hiperresponsividade e producao de muco.”%1720
Enquanto as células Th2 promovem a inflamacédo
da via aérea na asma, tem sido proposto que as células
Th1, através da secrecdo de IFN-y, protegem contra a
alergia, deprimindo a atividade das células Th1, o que
seria um dos beneficios ja descritos na literatura sobre
a aplicagcdo do BCG em animais com asma.>*’2
Alguns estudos relataram menores niveis de IgE
em animais asmaticos tratados com BCG.#'>'8 Tuken-
mez e colaboradores sé obtiveram tal efeito quando
associaram Mycobacterium bovis com Mycobacterium
vaccae, em uma mesma amostra.® Contrariamente,
Yang e colaboradores observaram que a aplicacdo do

Tabela 2 - Estudos experimentais

BCG falhou em inibir a producédo de IgE; entretanto, os
autores ndo conseguiram explicar o porque desse re-
sultado controverso.™

Portanto, os dados experimentais dao suporte
a idéia de que os efeitos do BCG sao importantes no
controle e na prevencao dos sintomas do processo in-
flamatério da asma em modelos animais. Entretanto,
ainda existe uma grande controvérsia acerca do pro-
tocolo a ser utilizado para obter o melhor resultado na
prevencao ou tratamento da asma (Tabela 2).

VIAS DE ADMINISTRAGCAO DA VACINA

Estudos experimentais mostraram que o meio
de inoculacéo do BCG parece afetar a eficacia do mes-
mo.”'1¢ Nesse contexto, Erb e colaboradores sugeri-
ram que a aplicacdo do BCG deveria ser feita direta-
mente nos pulmoes, para que seu efeito fosse melhor
evidenciado.” Dessa forma, a eosinofilia no fluido do
lavado broncoalveolar (BALF), bem como os niveis de
IL-5 foram menores apds a terapia com BCG intranasal,
em comparacdo com o BCG intraperitoneal ou sub-
cutaneo.” Outros beneficios foram observados com o
BCG intranasal: 1) reducao da resisténcia da via aérea

Autor Tipo de BCG Via de Dose Momento do uso
aplicacao
Erb, 19987 BCG in, sc ouip 2x10% 2x10% 2x10° ou 1, 4, 8 ou 12 semanas antes do desafio
2x108
Wang, 19988 M. vaccae sc 107 UFC 53 e 81 dias apo6s o inicio da sensibilizagao
Tukenmez, 19992 M. Bovis ou M. ip 5x10%0u 2,5x108 UFCde 8 semanas antes da sensibilizagéo
bovis + M vaccae cada BCG
Koh, 2001° BCG viva ip 6x10° UFC 11 dias ap6s o inicio da sensibilizagdo
Hopfenspirger, 2001'° BCG ou M. vaccae ip 10° UFC Dias 7 e 17
Nahori, 20012 BCG in 102,105, 106 ou 108 UFC 8, 12 ou 16 semanas antes do desafio
Yang, 2002 BCG iv 10% UFC 20 dias antes ou 20 dias apds o desafio
Hopfenspirger, 2002'"  BCG ou M. Vaccae inouip  10%UFC 1 dia apos o 1° desafio
Hylkema, 2002"° BCG in 107 UFC 3 semanas antes ou junto com a sensibilizagéo
Zuany-Amorim, 20022° HK M. Vaccae sc 0,1 mg em 200 pL de salina 4 protocolos diferentes
Major, 20022 BCG, HK BCG in 2x10% UFC 8 ou 4 semanas antes do desafio
Ozdemir, 2003%' HK M vaccae sc 107 UFC 3x, 40 dias antes da sensibilizag&o
Hubeau, 2003?? HK ou EFD BCG in ou it 10pL ou 50uL uma semana antes da sensibilizagdo
Amniai, 2007 BCG ou BCG-IL-18 ip 5x10% UFC 2x, 1 hora antes de cada sensibilizag&o
Choi, 200716 BCG inesc  10°UFC Junto com a sensibilizagdo
Shen, 20087 BCG id 105, 104, 10° UFC 3vezes:dias 1,7 e 14
Lagranderie, 2008° EFD, HK BCG ou BCG sc 100 ug 2 semanas apds o inicio da sensibilizagéo

BCG, bacilo de Calmette-Guerin; HK, Heat Killed; EFD, extended freeze-drying; UFC, unidades formadoras de colénia; id, intradérmica; in, intra-
nasal; sc, subcutanea; it, intratraqueal; ip, intraperitoneal; iv, intravenoso.
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durante a resposta alérgica tardia, 2) diminuicao da hi-
persensibilidade e hiperreatividade da via aérea, bem
como da eosinofilia peribrénquica e no BALF, 3) aumen-
to dos niveis de IFN-y no BALF e 4) redugao dos niveis
de IgE no soro.""?

Contrariamente, Choi e colaboradores relataram
melhor resposta terapéutica quando o BCG foi aplica-
do por via subcutanea, ao invés de intranasal.’® Esse
resultado pode ser explicado pelo fato do BCG ter sido
aplicado no animal sem anestesia, dificultando sua
chegada as vias aéreas mais distais. A aplicacdo do BCG
intravenoso, em modelo murino de asma, também foi
capaz de reduzir a eosinofilia e a hiperproducdo de
muco, mas nao o IgE."

Estudos clinicos também evidenciaram que di-
ferentes vias para aplicacdo do BCG influenciam sua
eficacia. Nesse contexto, Davis e colaboradores com-
pararam a vacina BCG percutanea com a intradérmica
em criancas da Africa. O BCG, quando aplicado por via
percutanea, acarretou aumento significativo de IFN-y,
TNF-a e IL-2 e redugao de IL-4.3?

Logo, ainda ndo se sabe qual é a melhor via de ad-
ministracdo do BCG. Sabe-se, apenas, que ele reduz as
reagoes alérgicas em niveis diferentes, dependendo da
via de inoculacdo da mesma, em diferentes modelos
de experimentais e em humanos asmaticos.

QUANDO ADMINISTRAR A VACINA BCG

O melhor momento para aplicacdo do BCG ainda
é bastante controverso em animais: 1) antes da sensi-
bilizacdo com ovalbumina (OVA);21322 2) antes do de-
safio com OVA;%7°14 3) apds o desafio com OVA''8 ou
4) junto com a sensibilizacdo com OVA.'"® Em humanos,
também ndo se sabe quando o BCG deve ser adminis-
trado: 1) na idade adulta;?®3° 2) na infancia;***” ou 3) em
recém-natos.2+2>4132

Nesse contexto, Zuany-Amorim e colaboradores
avaliaram o efeito do BCG inativado por aquecimento
(HK-BCG) em dois momentos: quatro ou oito semanas
antes da sensibilizacdo com OVA, e constataram que
ndo houve diferenca entre os grupos.? Entretanto, Erb
e colaboradores, ao compararem a aplicacdo do BCG
1, 4, 8 ou 12 semanas antes do desafio, observaram
que o melhor resultado se deu na quarta semana.” A
diferenca entre esses dois trabalhos pode ser atribuida
aos diferentes BCGs utilizados. Nahori e colaboradores
também compararam os efeitos do BCG em diferentes
momentos de aplicacdo (8, 12 ou 16 semanas antes do
desafio com OVA) e concluiram o BCG administrado 16
semanas antes acarretou melhor resposta terapéuti-
ca.” Logo, até o presente, ndo se sabe o melhor mo-
mento para administrar a vacina BCG.

REVACINACAO

Sabe-se que a resposta imune secunddria media-
da pelas células de memoria é mais efetiva do que a
resposta primaria.?’ Com base nessa assertiva, Ozde-
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mir e colaboradores administraram trés aplicacdes de
Mycobacterium vaccae, inativada por aquecimento, an-
tes do inicio da sensibilizacdo em modelos animais de
asma cronica. Os autores constataram reducdo do es-
pessamento da membrana basal e musculatura lisa su-
bepitelial das pequenas, médias e grandes vias aéreas,
bem como do espessamento epitelial das vias aéreas
de médio calibre.'

Para investigar o impacto do tratamento com BCG
na asma em animais neonatos, Shen e colaboradores
também realizaram trés aplicacdes da vacina, porém,
com o bacilo vivo, antes da sensibilizacao e realizou
o desafio na 92 semana (precoce) ou 452 semana (tar-
dio). Os autores constataram que o desafio realizado
precocemente acarretou inibicdo da hiperreatividade
brénquica e eosinofilia, associada a modulagao da pro-
ducdo das citocinas Th1 e Th2."”

A revacinagao do BCG foi avaliada em diferentes
modelos experimentais de inflamacéo alérgica cronica
sendo constatado efeitos benéficos." 4 Ja em huma-
nos, a revacinacdo com BCG ndo evidenciou resposta
satisfatéria ao seu uso, sendo observado reacdes ad-
versas locais.?® Por outro lado, Choi e colaboradores, ao
constatarem os efeitos benéficos do BCG em adultos
asmaticos,”® estudaram até que ponto a revacinagao
naqueles mesmos pacientes poderia atenuar ainda
mais seus sintomas e relataram melhora, mas nao sig-
nificativa, dos parametros analisados, com excecdo de
um aumento significativo da relagdo IFN-y/IL-4 no san-
gue periférico.””

Portanto, a revacinagao com o BCG, tanto em ani-
mais quanto em humanos, pode trazer efeitos benéfi-
cos para ambos, porém, mais estudos precisam ser rea-
lizados para elucidar seus possiveis efeitos adversos.

CONTRIBUICAO GENETICA

As caracteristicas genéticas dos animais parecem
influenciar na resposta a terapia com BCG. Nesse con-
texto, Hylkema e colaboradores, em 2002, observaram
diferenca entre as respostas imunes em duas linhagens
de ratos: os Brown Norway (BN), que seriam os geneti-
camente predispostos a asma, e os Sprague Daw-Ley
(SD), aqueles sem predisposicdo genética a responsivi-
dade das células Th2. De fato, seus resultados compro-
varam que apenas os ratos nao predispostos a asma
responderam bem a vacina BCG, sugerindo o papel da
influéncia genética na resposta ao BCG."

DIFERENTES TIPOS DE BCG

Existem varios tipos de BCG: recombinante, ina-
tivada por aquecimento e atenuada por resfriamen-
to.5134446 Embora as cepas bacterianas selvagens se-
jam capazes de induzir uma imunidade Th1 e prevenir
uma subsequente resposta alérgica,? é dificil prever o
quanto a imunizacdo com BCG funcionaria como uma
vacina contra a asma,*® ja que seu uso pode mascarar
os efeitos benéficos relacionados a melhora do proces-
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so inflamatorio eosinofilico e da hiperreatividade das
vias aéreas,’” uma vez que induzem inflamacéo local
sustentada, com febre e dermatites.®'?

A partir dai, varios estudos surgiram, utilizando-se
diferentes tipos de BCG.5'3'8222 O uso de BCGs ndo pro-
liferativos (BCG inativado por aquecimento - HK ou ate-
nuado por congelamento - EFD) acarretou resposta mais
benéfica do que o BCG vivo, por apresentar menos efeitos
colaterais.®"* Na mesma linha de investigacao, Biet e cola-
boradores observaram que a imunizagao intranasal com
uma cepa de BCG recombinante (rBCG) expressando IL-
18 era capaz de melhorar as resposta imunomodulatérias
do BCG selvagem e suprimir, parcialmente, a inflamacéo
pulmonar ocasionada pela prévia exposicdo a OVA.*#

Portanto, é possivel sugerir que o uso de determi-
nadas cepas de BCG possa suprimir as rea¢oes alérgi-
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