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RESUMO

A memoria inata ou imunidade treinada vem sendo demonstrada em resposta ao BCG
(Bacilo de Calmette e Guérin), seja em protocolos vacinais ou in vitro. Os mondcitos
produzem citocinas pré-inflamatdrias como IL-6, TNF-a, IL-1f, IL-10 e quimiocinas em
concentracdes maiores frente a um segundo estimulo, seja este homoélogo ao BCG ou néo-
relacionado, como exemplo o SARS-CoV-2. Contudo, ndo esta esclarecida a influéncia
da resposta ao S. mansoni neste fenémeno. Sendo assim, neste estudo, foi avaliado se
existe diferenca entre os niveis de citocinas pro-inflamatoérias tipo 1 (IL-6, TNF-a), tipo
Th2 (CCL5) ou perfil regulatério (IL-10) no sobrenadante de cultura de mondcitos
previamente estimulados por BCG (10 pg/ml; 24 horas; 1° estimulo) e em contato
posterior com SARS- Cov-2 (1 pg/ml 3 dias depois; 2° estimulo) de individuos de area
endémica para esquistossomose (IgG+ para SEA/SWAP) em comparacao aos de area ndo
endémica (1gG-). A dosagem de citocinas foi realizada por CBA, sendo possivel observar
uma tendéncia do 1° estimulo com BCG induzir producdo maior de TNF nos individuos
IgG+ em comparacgéo aqueles 1gG-, enquanto a producao de IL-10 foi semelhante nestes
dois grupos. Houve producao basal (apenas meio) de IL-6 e CCL5 e nao houve diferenca
nos niveis destas citocinas quando os monaocitos, seja de individuos sensibilizados ou nao,
foram estimulados com BCG. O segundo estimulo com SARS-Cov-2 ndo induziu a
producdo das TNF, IL-10 e CCL5. Contudo, houve uma tendéncia maior producéo de IL-
6 nas culturas estimuladas com SARS-Cov-2 em individuos IgG- quando comparados aos
IgG+, independente da estimulacdo in vitro com BCG. Entéo, nas condicGes de cultivo
utilizadas, a infeccdo prévia com S. mansoni potencializou a producdo de TNF em
resposta ao BCG. A memoria treinada pdde ser revelada pela maior producéo de IL-6 em
resposta aos antigenos virais, mas a infeccdo prévia com S. mansoni parece diminuir esta
producdo. Estudos adicionais serdo necessarios para confirmar se a memoria treinada foi

induzida pela vacinacao prévia com BCG ou SARS-Cov-2

Palavras-chave: Esquistossomose; Citocinas; Mondcitos; BCG; SARS-CoV-2



ABSTRACT

Innate memory or trained immunity has been demonstrated in response to BCG (Bacillus
Calmette-Guérin), both in vaccination protocols and in vitro. Monocytes produce pro-
inflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-10, and chemokines in higher
concentrations in response to a secondary stimulus, whether it is homologous to BCG or
unrelated, such as SARS-CoV-2. However, the influence of the response to Schistosoma
mansoni on this phenomenon is not yet clear. Therefore, this study evaluated whether
there is a difference in the levels of type 1 pro-inflammatory cytokines (IL-6, TNF-a),
Th2 type cytokines (CCL5), or regulatory profile cytokines (IL-10) in the supernatant of
monocyte cultures previously stimulated with BCG (10 pg/ml; 24 hours; 1st stimulus)
and later exposed to SARS-CoV-2 (1 pug/ml 3 days later; 2nd stimulus) from individuals
in an endemic area for schistosomiasis (IgG+ for SEA/SWAP) compared to those from a
non-endemic area (IgG-). Cytokine quantification was performed by CBA, revealing a
trend for the 1st stimulus with BCG to induce higher TNF production in IgG+ individuals
compared to 1gG- individuals, while IL-10 production was similar in these two groups.
Basal production of IL-6 and CCL5 was observed, with no difference in the levels of
these cytokines when monocytes, whether from sensitized individuals or not, were
stimulated with BCG. The second stimulus with SARS-CoV-2 did not induce production
of TNF, IL-10, and CCL5. However, there was a trend toward higher production of IL-6
in cultures stimulated with SARS-CoV-2 in IgG- individuals compared to IgG+
individuals, regardless of in vitro stimulation with BCG. Thus, under the cultivation
conditions used, prior infection with S. mansoni enhanced TNF production in response to
BCG. Trained immunity was revealed by the higher production of IL-6 in response to
viral antigens, but prior infection with S. mansoni seems to reduce this production.
Further studies will be necessary to confirm whether trained immunity was induced by
prior vaccination with BCG or SARS-CoV-2.

Keywords: Schistosomiasis; Cytokines; SARS-CoV-2; Monocytes; BCG.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Mecanismo de agdo dos interferons o e f3

Figura 2: Resposta imunoldgica na Esquistossomose

Figura 3: Etapas de purificacdo e cultura de mondcitos sob estimulo de BCG e SARS-
CoV2

Figura 4: Niveis de TNF-a, IL-6, IL-10 e CCL5 em cultura de mondcitos de pacientes positivos
para anticorpos 1gG anti-SEA/SWAP (IgG+) e em pacientes negativos (1gG-), dosadas por CBA.



TABELAS

Tabela 1: Caracterizacdo da populacdo de estudo quanto ao género, idade, infeccao
com Sars-CoV-2, vacinagéo (doses) para Covid-19 e positividade 1gG anti-SEA/SWAP



LISTA DE ABREVIACOES

COVID - 19 - Corona Virus Disease — 19 (Doenca do Coronavirus)

IFN-y - Interferon gama
IgG - Imunoglobulina (G)
IL - Interleucina

SARS-CoV-2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (Sindrome
Respiratoria Aguda Grave do Coronavirus 2)

Th-1 T helper1

Th-2 T helper 2

Treg - Linfocitos T regulatorios

MHC - Complexo principal de histocompatibilidade
19G2b - Imunoglobulina (G2b)

TGF-B-Transforming growth factor-Beta (Fator de transformacéo do crescimento —
Beta)

BCG - Bacilo de Calmette e Guérin

TNF- fator de necrose tumoral

NO - d6xido nitrico

TB- Tuberculose

PAMP — Padrdo molecular associado ao patdégeno
DAMP — Padréo molecular associado ao dano
CP- Controle Positivo

CN- Controle Negativo



SUMARIO

[N 10 ] 51607\ TS 12
REVISAO DE LITERATURA ...oooeeeeeeee ettt ata et ane e 14
2.1 IMUNIDADE INATA E MONOCITO ...oooiiieeie et e 14
2.2 INFECCAO VIRAL.....cueiieiite ettt ettt ste e te s 18
2.3 COVID19. ittt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e —raaaaaaaaans 20
2.4 ESQUISTOSSOMOSE E A IMUNOMODULAGAO........ccoooiieieieeeece e 22
2.6 VACINA BCG E SEU EFEITO IMUNOMODULADOR .....ccooiiviiiviieceeeceeeee, 26
L0 ]S I LV 1S P 29
GE R A L .. e 29
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 29
MATERIAIS E METODOS ....cooiiuiiiteieteeiete ettt 30
4.1 CONSIDERAGOES ETICAS ...oveieecteeeeeeeeee e, 30
4.2 DESENHO DE ESTUDO ... .cuiiiiiiii et e e e e e 30
4.3 LOCAL DE ESTUDO ... ottt e e e e e 30
4.4 POPULA(;AO DE ESTUDO ..o e 31
4.5 RECRUTAMENTO DOS PARTICIPANTES E INSTRUMENTOS PARA COLETA
D@ ST 7Y B @ S SR ETP RSP 31
4.6 OBTENGAO DAS AMOSTRAS ..ottt ettt 32
4.7 CULTURA DE MONOCITO E ESTIMULO POR BCG E SARS-CoV-2.............. 32
4.8 PREPARACAO DOS ANTIGENOS DA ESQUISTOSSOMOSE .........ccccovunan... 34
4.9 DOSAGEM DE IgG ANTI-SEA E ANTI-SWAP PARA CONFIRMACAO DOS
GRUPOS ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e bbbt e e e e e e e e s e nntbbreraeaeeeanans 35
4.10 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS ................ 35
4.11 FLUXOGRAMA .ttt ettt e e e e e e s st e e e e e e e s s ansabbneeaaaeeeaans 37
4.12 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 38
RESULTADOS ...coiiiieiiiititieet et ettt e e e e e e e sttt e e e e e e e e s e sttt eeeaeeeeessnnssnneeaeeeeaenans 38
DISCUSSAOD.......cciitiiiiietet sttt ettt ettt sttt ettt s et st s e s bt et sene s tene s 41
CONCLUSAD ...ttt ettt et 44
] = =1 N L NS 45
L (@ 1 OSSR 52
Anexo |l — Comprovante de submissdo ao Comité de ética em Pesquisa................... 57
Anexo IV — Carta de anuéncia da Secretaria de Saude de Escada (local onde foram
SelecioNados 0S PACIENTES)....cuuuuiiii et e e e e e e 59
................................................................................................................................... 59



INTRODUCAO

Na infeccdo pelo S. mansoni a imunidade adaptativa Th2/Treg interfere na
resposta imune para antigenos heterdlogos, a exemplo das condicbes alérgicas que
modula a resposta imune do hospedeiro e induz a protecdo contra tal condigdes
(MACHADO, 2004; SILVA et al., 2021 DE OLIVEIRA NOBREGA et al, 2021). Do
mesmo modo, tem sido demonstrado que a memoria inata, quando treinada pela
vacinacdo com bacilo de Calmette-Guérin (BCG) pode também alterar o curso da
resposta imune para antigenos também heter6logos (COVIAN et al., 2019). Contudo, ndo
esta estabelecido se a infeccdo esquistossomética e/ou vacinacdo BCG alteram a resposta
imune ao SARS-COV 2.

A infecgdo por S. mansoni induz elevados niveis de citocinas do perfil de células
Th2 que inibe a diferenciacdo em Thl e Th1l7 (VERSINI et al., 2015; JANSSEN et al.,
2016). Em relacdo a esquistossomose e a resposta antiviral, em camundongos, houve
diminuicdo das respostas das células T citotoxicas CD8+ especificas do virus e das
citocinas Thl, bem como retardo na eliminacéo viral (ACTOR et al., 1994). Do contrario,
foi demonstrado uma melhora na resposta imune de memoria Th1/CD8 em camundongos
infectados com Herpes Virus 4 (MuHV-4) onde houve reducdo da gravidade (ROLOT et
al., 2018). KAMAL et al, 2021 observaram que o curso da infeccdo pelo virus da hepatite
C foi alterado em individuos esquistossométicos: exibindo um padréo clinico, virologico
e histologico peculiar manifestado por persisténcia viral com altos titulos de RNA, assim
como elevada necrose, inflamacdo e fibrose. Contudo, outro estudo mostrou que a
presenca de parasitas pode favorecer a modulacdo do sistema imunologico do paciente
para combater a COVID-19 (WOLDAY D et al, 2021).

A respeito da interacdo antigeno parasitario e a co-infeccdo helmintica e SARS-
CoV2, foi demonstrado por alguns estudos que pode ser uma alternativa para evitar
formas mais severas da COVID-19, dado o histérico destes parasitas quanto a modulagéo
da resposta inflamatéria (SSEBAMBULIDDE K et al, 2020). Sabe-se que infeccdes
crénicas por helmintos estdo associadas ao aumento do nUmero de células Treg,
macrofagos M2 e eosinofilos, sendo esse aumento benefico para o hospedeiro no sentido
de promocdo de reparo e recuperacdo, evitar danos excessivos e equilibrio imune. De

acordo com outros autores, estudos mostram uma redugdo no numero de casos de



infeccOes causadas pelo SARS-Cov-2 em regifes endémicas por parasitoses como
malaria, esquistossomose e geohelmintiase (SILVA, 2021) . Essa resposta
imunomoduladora tem sido utilizada para embasar a lentiddo do crescimento da curva da
COVID-19 na Africa em 2020 (SSEBAMBULIDDE K ET AL, 2020).

Em relagdo ao BCG um estudo mostrou que monocitos “treinados” por BCG tém
uma producéo significativamente maior de vérias citocinas pro-inflamatorias como
interferon-gama (IFN-y), TNF-alfa, IL-1, IL-2, 1L-12 e IL-18 (VASHISHTHA, 2020).
Em estudos epidemioldgicos, em paises onde o0 BCG é administrado aos neonatos,
revelaram que a reducdo da mortalidade neonatal e infantil parece ser devido a inducéao
de protecdo contra agentes infecciosos nao relacionados, como os patégenos causadores
de sepse neonatal ou infecgdes graves do trato respiratorio (GYSSENS et al., 2019). Um
efeito semelhante da BCG na infeccdo do trato respiratério foi encontrado em pessoas
idosas, onde foram vacinados uma vez no més durante trés meses para examinar tal efeito,
foi observado que houve uma reducdo significativa nas infeccdes do trato respiratorio
quando comparado com o efeito placebo (WARDHANA et al., 2011).

E de conhecimento que o S. mansoni é excelente modulador da resposta
imunoldgica, uma vez que induzem uma tolerancia do organismo ao invasor através do
equilibrio entre as respostas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, assim como a BCG.
Contudo, ainda ndo existem estudos que relatam a influéncia da resposta por S. Mansoni,
BCG e SARS-Cov-2 entre si. No presente estudo foram avaliados a producéo de citocinas
pro-inflamatorias tipo 1 (IL-6, TNF-a) e Th2/Treg (CCLS5), perfil regulatorio (IL-10), em
monacitos de individuos adultos infectados por S. mansoni, quando reestimulados com o
antigeno do BGC e posteriormente com o antigeno do virus. Sendo assim, pretende-se
observar se a geracdo de imunidade treinada pela vacinagcdo por BCG frente ao SARS-

Cov-2 e a influéncia da prévia da infeccdo esquistossomotica neste fendmeno.



REVISAO DE LITERATURA
2.1 IMUNIDADE INATA E MONOCITO

O sistema imunoldégico tem como finalidade manter o organismo livre de
infecgBes, seja ela viral, bacteriana e parasitaria, fazendo um reconhecimento de tudo que
é estranho para o corpo (ABBAS, 2007). A funcdo imunoldgica tem sido conceitualmente
dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata mais rapida e
inespecifica e a adaptativa mais lenta, porém criando um reconhecimento especifico e
mecanismos especializados para cada agente agressor (CRUVINEL et al., 2010).

A resposta imune inata, como ja citado, apresenta uma resposta mais rapida,
sendo caracterizada pela representacdo de barreiras fisicas, quimicas e biolégicas, células
especializadas e moléculas soluveis, presentes em todos o0s individuos,
independentemente de contato prévio com imundgenos ou agentes agressores, e que nao
se altera qualitativa ou quantitativamente apés o contato (MEDZHITOV & JANEWAY,
2000). As principais celulas efetoras da imunidade inata sdo macréfagos, neutrofilos,
células dendriticas e células natural killer (TURVEY et at, ,2010). Fagocitose, liberacédo
de mediadores inflamatorios, ativacdo de proteinas do sistema complemento, sintese de
proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas sdo 0s principais mecanismos na
imunidade inata (CRUVINEL et al, 2010).

A resposta imune inata ndo é completamente inespecifica, como
originalmente se pensava, sabe-se que existe uma especificidade do reconhecimento
imune inato para combater microrganismos, mas que é diferente da especificidade do
sistema imune adaptativo em varios aspectos (AKIRA et al, 2006). O sistema imune inato
evoluiu e passou a reconhecer estruturas moleculares que séo produzidas pelos patdgenos
microbianos, essas estruturas sdo chamadas de padrdes moleculares associados ao
patogeno (PAMPs) (CRUVINEL et al, 2010). Diferentes tipos de microrganismos
expressam diferentes PAMPs (MURPHY et al, 2014) Essa caracteristica do
reconhecimento imune inato é importante porque garante que os alvos da imunidade inata
ndo possam ser descartados pelos microrganismos em um esforco para evadir o
reconhecimento pelo hospedeiro (ABBAS, 2003).



O sistema imune inato também reconhece moléculas enddgenas que sao
produzidas ou liberadas de células danificadas ou mortas. Essas substancias sao chamadas
de padrdes Moleculares Associados ao Dano (DAMPs) sd8o mensagens endogenas
liberadas pelas células do organismo em resposta a danos celulares, lesGes ou estresse
tecidual (CHEN, GY, & NUNEZ, G., 2010). Ao contrario dos Padrdes Moleculares
Associados a Patogenos (PAMPs), que sdo transmitidos por patdgenos, os DAMPs sdo
sinalizados pelo proprio organismo que indicam a presenca de danos celulares ou
teciduais e desencadeiam uma resposta imune inata e inflamatéria. Quando ocorre dano
celular, seja devido a infeccOes, lesdes, traumas, necrose ou outras causas, as células
liberam DAMPs no ambiente circundante. Essas moléculas funcionam como sinais de
alarme para o sistema imunoldgico, alertando-o sobre o dano tecidual e a necessidade de
uma resposta inflamatoria (ZINDEL J e et al, 2020).

O sistema imune inato usa varios tipos de receptores celulares, presentes
em diferentes localizagcdes nas células, e moléculas soliveis no sangue e secregdes
mucosas para reconhecer PAMPs e DAMPs (TAKEUCHI O, AKIRA S., 2010). Essas
moléculas padrao associadas a patdgenos estimulam dois tipos de respostas imunes inatas
- fagocitose por células como neutrofilos e macrofagos e resposta inflamatéria. Ambas as
respostas podem ocorrer rapidamente, mesmo que o hospedeiro nunca tenha sido exposto
a um determinado patdgeno, dessa forma, a ativacdo da imunidade inata a partir da
associacdo entre os eceptores de Reconhecimento de PadrGes e Padr6es Moleculares
Associados a Patogenos (PRR-PAMP) é um passo crucial no desenvolvimento da
imunidade adquirida contra os antigenos especificos (ABBAS, 2003).

Quanto aos RRP existem varios envolvidos em opsonizagdo, ativacado de
complemento e fagocitose (CRUVINEL, 2010). Os Toll-like (TLRS) se destacam por seu
papel central na ligacdo a patdgenos e na iniciacdo da resposta inflamatdria. Outros
receptores presentes em fagdcitos, com importante papel na resposta imune, séo aqueles
para fragdes do complemento, citocinas, interleucinas e imunoglobulinas (tipo FcyR)
(ABBAS, 2003)

Os TLRs sdo proteinas transmembranas altamente conservadas que
desempenham papel importante na deteccdo e reconhecimento de patégenos microbianos,
bem como na geracéo de sinais para a producao de proteinas e citocinas pro-inflamatorias
(KAWAL, 2010). Os receptores Toll-Like 1, 2, 4, 5, 6 estdo presentes na membrana
plasmética, de modo que eles contém dominios intracelular, devido a presenca de
proteinas do tipo TIR (MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM) e extracelular (repeti¢des ricas



em leucina - LRR), enquanto que os receptores Toll-Like 3, 7, 8, 9 e 10 estéo localizados
intracelularmente (MCGETTRICK AF, 2010). Cada receptor Toll-Like tem sua propria
via de sinalizacdo intrinseca e induz respostas biolégicas especificas contra micro-
organismos. Quando algum PAMP é reconhecido por algum receptor Toll-Like
especifico, a proteina MyD88 recruta as cinases associadas ao receptor da interleucina-
1(IRAK-1 e IRAK-4) para ativar o fator 6 associado ao receptor do fator de necrose
tumoral (TRAF6) (O'NEILL LA, e et al., 2007). Este ativa o fator de crescimento [3
associado a cinase 1 (TAK1), que, por sua vez, promove a ativacdo do complexo IKK
formado por duas subunidades cataliticas (IKKa e IKKP) e por uma subunidade
regulatoria (NEMO/ IKKy). Este complexo promove a fosforilacio do IkB e a sua
degradacédo resulta no fator de transcricdo nuclear (NF-xB), que sera translocado ao
nacleo para induzir a expressdo das citocinas inflamatorias e das moléculas de adesdao
(HENNESSY EJ, 2010).

Alem dos receptores Toll-LiKes, existem os receptores de reconhecimento de
padréo citosolicos que servem para reconhecer moléculas microbianas (ABBAS, 2003).
Esses receptores abrangem receptores do tipo RIG (RLRs), que reconhecem RNA viral,
sensores de DNA citosolico (CDSs) e receptores do tipo NOD (NLRs), que reconhecem
constituintes da parede celular bacteriana e também detectam cristais intracelulares,
espécies reativas de oxigénio e varios outros indicadores de infeccdo ou lesdo celular
(ABBAS, 2003). Finalizando com as moléculas de reconhecimento de padréo soluveis e
efetoras que s@o encontradas no plasma, incluindo as pentraxinas (p. ex., CRP), colectinas
(p. ex., MBL) e ficolinas. Essas moléculas se ligam aos ligantes microbianos e aumentam
a eliminacdo por mecanismos dependentes e independentes do complemento
(MANTOVANI A, e et al, 2007). O BGC é um potente estimulador da resposta imune
inata, conhecido por envolver receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), como o
receptor Toll-like (TLR)-2 e TLR-4, que estdo localizados na superficie da membrana
celular (SOTO et al, 2022)

Apesar dos complexos mecanismos de defesa contra virus, as doengas virais
continuam sendo uma das principais causas de mortalidade e morbidade. A resposta
imune inata desempenha um papel crucial no combate as infeccdes virais. Nas fases
iniciais da infeccdo, os interferons tipo | (IFN-a e IFN-b), macrofagos e células NK sdo
fundamentais. As células infectadas produzem interferons, que protegem células nao

infectadas e facilitam a resposta imune adaptativa. Além disso, o IFN-g ativa macrofagos



e células NK, que destroem virus e células infectadas por meio de granzimas e perfurinas.
A IL-12, produzida por macrdfagos e outras células apresentadoras de antigenos, estimula
as células NK a exercerem citotoxicidade e produzir mais IFN-g, aumentando assim o
potencial microbicida dos macr6fagos (MACHADO, Paulo RL et al., 2004).

Os mondcitos sdo um tipo de célula sanguinea pertencente a familia dos
leucdcitos, também conhecida como globulos brancos. Eles desempenham um papel
crucial no sistema imunoldgico como parte da resposta imune inata (GEISSMANN F, e
et al 2010). Os mondcitos sdo produzidos na medula éssea a partir das células-tronco
hematopoiéticas e, em seguida, sdo liberados na corrente sanguinea, onde circulam por
um curto periodo antes de migrarem para os tecidos (ABBAS, 2003). Uma vez nos
tecidos, os mondcitos se diferenciam em macrofagos ou células dendriticas, dependendo
do ambiente em que se encontram. Essa diferenciacdo e influenciada por fatores locais,
incluindo sinais inflamatorios e fatores de crescimento. A capacidade de se diferenciar
em células especializadas é uma das caracteristicas distintivas dos mondcitos e torna essa

célula uma pega-chave no sistema imune (GEISSMANN F, e et al 2010).

Na inflamacéo, os macréfagos atuam como APCs, potencializando a ativacao
de linfocito T e linfocito B pela expressdo de moléculas coestimuladoras, e liberam
citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e quimiocinas (MOSSER
DM, e et al., 2008) Os mondcitos utilizam diferentes moléculas quimiotaticas para
migrar; entretanto, CCL2 e CCL7 sdo produzidas rapidamente por células estromais e
células imunes apos a ativacdo dos receptores de reconhecimento padrdo (PRR) ou depois
da estimulacgdo de citocinas. A CCL2 forma um dimero e se liga a glicosaminoglicanos
da matriz extracelular, estabelecendo, dessa forma, um gradiente estavel para o0s
monacitos inflamatérios CCR2+ (PALOMINO, 2015) Também produzem espécies
reativas de oxigénio (EROs), como anion superéxido, radical hidroxila e peréxido de
hidrogénio (H202), e intermediarios reativos do nitrogénio cujo principal representante
é 0 6xido nitrico (NO). O NO é produzido pela sintetase do 6xido nitrico induzivel, INOS,
ausente em macrofagos em repouso, mas induzida por ativacdo de TLRs em resposta a
PAMPs, especialmente na presenca de IFN-y (ABBAS, 2015). Quando a CCLS,
mondcitos humanos contém um reservatério anteriormente ndo descrito da quimiocina

pré-formada CCL5. Além disso, foi visto que o CCL5 poderia ser secretada a partir de



mondcitos tratados com o inibidor da sintese protéica (cicloheximida) e o bloqueador de
Golgi (brefeldina A) (PERSAUD AT e et, 2022).

Durante uma infeccdo por COVID-19, o organismo libera citocinas pro-
inflamatorias para ativar células imunoldgicas fagocitéarias, como os macréfagos, visando
eliminar células infectadas e preservar a integridade dos tecidos. Esses macréfagos ndo
apenas consomem patdgenos e células mortas, mas também produzem citocinas que
atraem mais macrofagos para o local da infeccdo (FUNG et al., 2020). Quando 0s
macrofagos fagocitam ceélulas infectadas pelo SARS-CoV-2, ocorrem mudancas
metabdlicas, levando a uma maior producdo de citocinas pré-inflamatérias e redugdo da
capacidade fagocitica. Isso resulta no acumulo de células nos tecidos, estimulando
constantemente o sistema imune e desencadeando um estado de hiperinflamacéo, lesdo
tecidual e agravamento da doenga (DOS SANTOS et al., 2021). Um estudo mostrou que
esse acumulo de células nos tecidos estimula o sistema imune constantemente,
desencadeando a liberagcdo de mais citocinas pro inflamatérias, ativando e atraindo mais
macrofagos ao local da infeccdo, criando um ciclo que resulta na hiperinflacéo
responsavel pela lesdo tecidual e agravamento da doenca. Uma resposta imune
controlada, a partir da acdo correta de macrofagos e producéo controlada de citocinas é
essencial para a evolucdo benigna da COVID-19 (CASTANHOLA, M. E., 2022)

2.2 INFECCAO VIRAL

Os virus sdo os microrganismos intracelulares obrigatorios que utilizam os
componentes do &cido nucleico e a maquinaria da sintese de proteinas do hospedeiro para
se replicar e se espalhar. (NAGY PD, e et al, 2008). Os virus tipicamente infectam
diversos tipos de células, utilizando moléculas de superficie de células normais como
receptores para entrar nas células. Depois de entrar nas células, os virus podem causar
lesdo tecidual e doenca por uma série de mecanismos. A replicacdo viral interfere na
sintese de proteina e funcao de células normais e leva a lesdo e por fim a morte da célula
infectada. Este resultado é um tipo de efeito citopatico do virus e a infec¢do € dita litica
porque a célula infectada é lisada (ABBAS, 2015).

O agravamento de quadros clinicos e a patogénese de morbidades virais sofrem
envolvimento do sistema imune (MACHADO, 2004). Quando se pensa neste

envolvimento, é sabido que a resposta imune adaptativa desempenha papel central na



melhoria das infec¢Oes virais, apesar disso, a resposta imune inata se mostra essencial no
combate a estas condicbes, por exemplo, o reconhecimento através de padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS) via receptores, desencadeia a liberagao de
citocinas, principalmente de interferon do tipo 1 e citocinas pro-inflamatorias, sendo estas
ultimas responséveis por gerar respostas antivirais e ativacdo da imunidade adaptativa
(SORDI et al., 2020). Quanto a imunidade inata, sabe-se que a ligacdo do virus a
Receptores Toll Likes (TLRs) ativa, via NF-kB, a inducdo de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo a IL-6, principalmente nos casos mais graves, com um papel importante no
inicio da inflamag&o induzida por virus (AZKUR et al., 2020, QIN et al., 2020).

Os TLRs reconhecem componentes moleculares associados a patdgenos (PAMPS)
presentes nos virus, como &cidos nucleicos virais (DNA ou RNA). Quando ocorre a
ligacdo dos PAMPs aos TLRs ha ativacéo de vias de sinalizacao intracelular que resulta
na producéo de citocinas pro-inflamatorias que séo cruciais para a mobilizacgdo inicial da
resposta imune. A ativacdo dos TLRs ndo apenas estimula a resposta imune inata, mas
também € crucial para a inducdo de uma resposta imune adaptativa especifica contra o
virus. Isso ocorre através da apresentacdo de antigenos virais por celulas apresentadoras
de antigenos, como as células dendriticas, que ativam linfécitos T para o virus. Os TLRs
também desempenham um papel na modulacéo da intensidade e da duracdo da resposta
inflamatdria durante a infeccéo viral. Isso € importante para equilibrar a defesa eficaz

contra o virus com a minimizacao do dano aos tecidos do hospedeiro. (ABBAS,2015)

Quando a imunidade adaptativa é acionada ocorre uma ativacdo dos linfocitos
TCDB8+ que véo exercer citotoxicidade pelo reconhecimento de antigenos virais via MHC
classe | nas células alvo, e consequente liberacdo de granzima e de perforinas com lise
das células infectadas e também dos virus (MACHADO et al., 2004). O controle das
infeccdes virais é feito pelos interferons tipo I (IFN-a e IFN-B), pelos macréfagos e pelas
células NK (CHADHA et al., 2004). Os interferons tipo | sdo produzidos por células
infectadas por virus e que interagindo com uma célula ndo infectada apresentam
propriedade de protegé-la contra a infec¢cdo, além de colaborar com a resposta imune
adaptativa. Quem também atua no combate a infec¢do viral ¢ IFNy mediante a ativagdo
dos macr6fagos com destruicao dos virus e também das células NK, onde com a liberacéo

de granzima e perforina destroem as células infectadas (MACHADO, P. et al, 2004).
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2.3 COVID-19

A covid-19 é uma doenca causada por um virus da familia Coronaviride, do
género coronavirus, sendo a espécie denominada Sars-CoV-2, que foi identificada pela
primeira vez na China, em dezembro de 2019. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
declarou que a epidemia é uma emergéncia de saude publica de interesse internacional
em 31 de janeiro de 2020 e relatou em 16 de abril de 2020, a infeccdo como emergente e
que estava se espalhando pelo mundo (BULUT; KATO, 2020) causando 772.837.981
milhdes de casos confirmados e mais 6.988.666 milhdes de mortes no mundo (OMS,
2024).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os sinais/sintomas iniciais da
doenca lembram um quadro gripal comum, mas variam de individuo para individuo,
podendo se manifestar de forma branda, em forma de pneumonia, pneumonia grave e
sindrome respiratéria aguda (SRAG) (EASTIN C, e et al, 2020). A maior parte das
pessoas infectadas apresenta a forma leve da doenga, com alguns sintomas como mal-
estar, febre, fadiga, tosse, dispneia leve, anorexia, dor de garganta, dor no corpo, dor de
cabega ou congestao nasal, sendo que algumas também podem apresentar diarreia, nausea

e vomito. ldosos e imunossuprimidos podem ter uma apresentagéo atipica e agravamento



rapido, o que pode levar ao Obito, principalmente dos idosos e individuos com
comorbidades preexistentes (GUAN et al., 2020).

Apos a entrada do SARS-CoV-2 pelas vias areas, o virus adere a mucosa do
epitelio respiratorio, a partir do reconhecimento e da ligacdo da proteina viral de
superficie, denominada proteina Spike (S), ao receptor tecidual, chamado enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) (VADUGANATHAN et al., 2020; DANSEN,
2020), proteina que medeia a entrada do virus na célula-alvo. O tropismo por essas células
repercute na manifestacdo de sintomas, majoritariamente, respiratorios. Entretanto, a
presenca desse receptor em outros tecidos, como o cardiaco, o renal e o intestinal, também
contribui para outras manifestacfes clinicas (DANSEN, 2020). Apds o processo de
reconhecimento, o envelope viral funde-se a membrana citoplasmatica do hospedeiro,
permitindo a entrada do virion no citoplasma da célula. O SARS-CoV-2 também pode
ser endocitado pela célula-alvo. Uma vez que no endossomo, segue para o citoplasma e
libera o acido ribonucleico (RNA) viral de fita simples com sentido positivo, permitindo
a sintese de proteinas estruturais e nao estruturais, dessa forma, dando inicio ao processo
de replicacdo viral. As particulas virais sdo transportadas, ligando-se ao reticulo
endoplasmatico (RE), e transferidas para o complexo de Golgi. Por fim, vesiculas que
contém as particulas virais se fundem com a membrana citoplasmatica, promovendo a

liberacdo por brotamento (LI et al., 2020).

Estudos feitos com pacientes doentes por COVID-19 apresentaram concentracfes
elevadas de 18 citocinas pro e anti-inflamatérias (TRAIL, M-CSF, GRO-a, G- CSF, IL-
6, IL-2, B-NGF, IL-10, MCP-1, SCF, IL-15, IL-8, IL-7, IP-10, PDGF-BB, IFN-y, IL- 18,
IL-2Ra) foram observadas no grupo sintomatico em comparagdo ao grupo assintomatico
(LONG et al., 2020). Em comparacdo com controles saudaveis, 0s pacientes com
COVID-19, apresentam uma diminuicdo no numero de linfocitos totais, células T CD4+,
células T CD8+, células B e células NK e nos casos graves essa diminuicdo foi ainda
maior (WANG et al., 2020). Além disso, foi relatado uma diminuicdo de células de
memoria (CD3+, CD4+, CD45R0+) e de células T regulatérias - Treg (CD3+, CD4+,
CD25+, CD127low+) em casos graves quando comparados com casos nao graves (QIN
et al., 2020). Em relacdo a imunidade inata, sabe-se que a ligacdo do virus a Receptores
Toll Likes (TLRs) ativa, via NF-«xB, a indugdo de citocinas pro-inflamatorias, incluindo

a IL-6, principalmente nos casos mais graves, com um papel importante no inicio da



inflamacdo induzida por virus. No entanto, os conhecimentos sobre esses fatores ainda
séo raros (AZKUR et al., 2020, QIN et al., 2020).

Vanderbeke, L. e et al, 2021 avaliaram citocinas e perfis imunes multiplex em
pacientes com COVID-19, observaram que Os niveis de IL-6, IL-10, IL-15, IFN-y, TNF-
a, CCL2, CCL3, CCL4, CCL26, CXCL9 e CXCL10 foram significativamente elevados
na condigdo clinica critica de COVID-19 em comparacao aos pacientes saudaveis, além
disso foi relatado que no nivel de citocinas/ quimiocinas, os pacientes com COVID-19
critico, em comparacdo com os pacientes com COVID-19 leve a moderado.

A COVID-19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, marcou uma nova era na
historia da satde global. Desde sua emergéncia em 2019, a pandemia provocou uma
transformacdo sem precedentes na sociedade, economia e ciéncia. A resposta global
incluiu esforcos sem precedentes de colaboragdo internacional, desenvolvimento
acelerado de vacinas e tratamentos, e implementacdo de medidas de saude publica para
controlar a propagacéao. A produgéo de vacinas contraa COVID-19 representou um marco
na imunologia moderna. As vacinas de mRNA, como as da Pfizer-BioNTech e Moderna,
utilizam uma tecnologia inovadora que instrui as células a produzir uma proteina do virus,

desencadeando uma resposta imune sem causar a doenca.

2.4 ESQUISTOSSOMOSE E A IMUNOMODULACAO

A esquistossomose é uma doenca negligenciada, de ocorréncia tropical, sendo
considerada endémica em alguns estados do Brasil. De acordo com o Ministério da Saude
(2014), 19 unidades federativas encontram-se em areas endémicas e focais que atingem
os estados de Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Espirito Santo e Minas Gerais. Em Pernambuco, a esquistossomose € endémica, esta
presente na zona rural da Zona da Mata com alcance em municipios do litoral do estado,
sendo encontradas as formas clinicas agudas e graves e um numero significativo de 6bitos
(BARBOSA et al., 2019).

A infeccdo é causada por parasitas da classe Trematodea e género Schistosoma
que tem o homem como hospedeiro definitivo. No Brasil a Unica espécie encontrada é o
S. mansoni (PORDEUS et al., 2008). No hospedeiro vertebrado, o parasita é encontrado
na fase adulta na luz dos vasos, preferencialmente do plexo mesentérico e suas

ramificagdes, principalmente na mesentérica inferior onde os vermes fémeas realizam a



oviposicdo, liberando em média 400 ovos por dia. Ap6s a oviposi¢cdo, 0s ovos podem
retornar pela veia porta e se alojar no tecido hepético ou transpor o tecido intestinal. O
periodo desde a liberacdo dos ovos até 0 momento de atingirem a luz intestinal é de
aproximadamente 20 dias. Os ovos, na fase inicial, apresentam-se embrionados e
demoram, em média, sete dias para tornarem-se maduros, quando ocorre 0 rompimento
da mucosa intestinal e 0s ovos sdo eliminados juntamente com as fezes. Os 0vos que nao
sdo liberados alojam-se no tecido hepético e desenvolvem uma resposta imunoldgica no
hospedeiro, que representa um fator importante na sua patogénese (NEVES et al., 2007,
REY, 2010; SOUZA et al., 2011; ABATH et al., 2006).

Em contato com coleg¢Bes hidricas, os ovos liberam o miracidio, que se locomove
para encontrar o hospedeiro invertebrado Biomphalaria glabrata ou B. straminea.
Penetrando no molusco, os miracidios sofrem divis6es, num periodo de 30 a 35 dias, até
se transformarem em cercarias, que serdo liberadas por um longo periodo de tempo. No
meio liquido, em condicdes ideais de temperatura, luminosidade e oxigenacdo, as
cercarias sdo liberadas e penetram no hospedeiro definitivo por meio cutaneo ou ingestéo
acidental. No individuo, as cercérias se transformam em esquistossomulos, que, apos
migrarem pelo tecido subcutaneo, chegam aos pulmdes através do sistema circulatorio.
Por meio do coracdo direito, os esquistossomulos voltam do pulméo ao coracéo e sao
levados pela circulacdo até o sistema porta-hepatico onde se diferenciam sexualmente.
Esse processo, desde a infeccdo com a cercéria até a liberagdo dos ovos nas fezes, dura
cerca de 45 dias. Durante a reproducao, as fémeas se alojam no canal ginecoforo presente
no macho e apds a fecundacdo migram para as vénulas até alcancarem as veias
mesentéricas e comecarem a oviposicdo (NEVES et al., 2007; REY, 2010; SOUZA et al.,
2011; ABATH et al., 2006).

A imunomodulacdo é uma tatica empregada pelos parasitas para invadir com
sucesso dos seus hospedeiros humanos, assim aplicando Vvarias estratégias
imunomoduladoras para evitar a deteccdo imunoldgica, suprimindo a imunidade celular
e evitando ataques imunolégicos do hospedeiro. Isso inclui a producdo de moléculas
imunomoduladoras, alteracdo das membranas e a promocado da formacdo de granuloma
(ALLEN JE, MAIZELS RM, 2011). Doze horas ap0s a penetracdo das cercarias,
observa-se importante reacdo inflamatdéria dérmica e subdérmica capaz de destruir
importante quantitativo de cercarias e esquistossdbmulos ainda na pele, esta é a primeira

“linha de defesa” (SOUZA, 2011). Durante a passagem pela epiderme e derme, ocorre



reacdo de hipersensibilidade do tipo imediata com ativando varios componentes da
resposta imune inata, apos dois dias, organiza-se um infiltrado de polimorfonucleares,
mononucleares e células de Langerhans, além de producéo local de quimiocinas — CCL3/
MIP-1a — e citocinas — IL-1b, IL-6, IL-12p40, IL-10. Depois de quatro a cinco dias, este
cenario ainda é predominante, podendo se observar o influxo de linfocitos T CD4+ e
producéo de IL-12p40, IFN-y e IL-4, os quais se reduzem na segunda semana (HOGG et
al., 2003).
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FIGURA 2: Resposta imunoldgica na Esquistossomose

Apos 30 e 60 dias da infeccdo ocorre a transformacdo dos esquistossomulos em
vermes adulto, A fase aguda € dividida em dois periodos evolutivos: o pré-patente (antes
da oviposicao) onde sdo detectados niveis plasmaticos consideraveis de fator de necrose
tumoral (TNF) e de IL-2 e IL-6 produzidos pelas células mononucleares e pds-patente
(apds a oviposicdo) onde resposta imune tipo Thl (com producdo de IL-2, TNF-o e IFN-
y) € substituida por Th2 com secregdo de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (SOUZA, 2011).
O evento patogénico mais importante na esquistossomose é a formacdo do granuloma
hepatico e a fibrose hepatica peri-portal, foi observado que o verme que esta no intestino
e vaso mesentéricos, elimina 0s ovos e sdo 0s antigenos dos ovos presos no intestino e
figado que induzem a formacédo do granuloma. (SCHWARTZ C, FALLON PG, 2018).
Os ovos sao altamente imunogénicos e liberam antigenos solGveis (SEA) que podem
modular diretamente as células apresentadoras de antigenos e promover respostas Th2-
dominante. (JENKINS SJ, 2005). Um estudo demonstrou que ovos de esquistossomos

vivos dentro do granuloma secretam a proteina de ligagdo a quimiocinas (SMCKBP) que



se acredita bloquear certas quimiocinas para facilitar a formagéo do granuloma e alterar
a celularidade do granuloma (SMITH P, FALLON RE et al,, 2005).

Os granulomas intestinais tém a capacidade de sair para o lumen intestinal
enquanto que os ovos do granuloma hepéatico permanecem presos, as secre¢fes dos ovos
presos sao conhecidas por estimular as células T CD4 + inicialmente a liberar as citocinas
IL-2 e IFN-y do tipo Thl no qual essa resposta muda gradualmente para uma resposta
Th2 produzindo IL-4, IL-5, IL-10, e IL-13 (PEARCE EJ, MACDONALD AS, 2002). As
células T CD4 + geralmente ditam a resposta granulomatosa aos ovos, outras células
como a T CD8 +, células B, macréfagos M2 e eosinéfilos também sdo importantes na
regulacdo da formacdo de granuloma. (HERBERT DR, 2004) Embora a formagéo de
granulomas seja considerada um mecanismo de protecdo para evitar danos excessivos ao
tecido do hospedeiro, a resolucdo do tecido granulomatoso pode causar fibrose tecidual
consideravel, particularmente em casos de infecgdes repetidas e crénicas (FAIRFAX K
et al., 2012)

As células T regulatorias tém sido identificadas como células secretoras de IL-10
e TGF-B (ARAUJO et al., 2008). Estas células estao envolvidas na imunossupressao
durante a esquistossomose e tém sido relacionadas com o controle da patogenia da doenca
(BURKE et al., 2009; WAKKACH et al., 2003). Alguns autores observaram a funcédo da
IL-10, na regulacdo de ambos os perfis de resposta Thl e Th2. De fato, estudos sobre 0s
mecanismos de modulacdo do granuloma, em modelos murinos, demonstraram que
animais IL-10 -/- (geneticamente deficiente da producéo de IL-10) desenvolvem um perfil
misto Th1/Th2, havendo aumento de IFN- y/IL-5, acompanhado de niveis maiores ou ndo
alterados de IL-4 (WYNN et al., 1997).

A IL-10 é uma citocina imunorreguladora importante na protecdo do hospedeiro
contra uma imunopatologia associada a infec¢do. Sua producao € associada a resposta de
células Treg, mas sabe-se que uma grande variedade de células tanto da imunidade inata
quanto da adaptativa podem expressar IL-10, incluindo macrofagos, eosinofilos, células
dendriticas e mastdcitos (NG et al., 2013).

Um estudo realizado com 751 individuos mostrou que a proporcao de COVID-19
grave ou critico foi significativamente maior em pacientes sem co-infec¢édo parasitaria. A
proporcao de COVID-19 grave em pacientes sem parasitas (196/467 [42,0%, CI
37.5646.52]) foi significativamente maior do que naqueles com parasitas (22/284 [7,8%,
Cl 5.1411,51]); p<0,0001. Da mesma forma, a proporcdo de COVID-19 critico em
pacientes sem qualquer infeccdo parasitaria (32/467 [6,9%, Cl:4.889,54]) foi



significativamente maior do que naqueles co-infectados com parasitas (5/284 [1,8, CI
0,734  0,18]; p<0,0001) Os possuiam  coinfeccdes  de parasitas
como Entamoeba spp., Hymenolopis nana e S. mansoni (ADEME M e et al, 2021).

A interagdo co-infecgdo por COVID-19 e helmintos pode ser um fendmeno
comum em paises de baixa e média renda, contudo ainda ndo compreendido o suficiente.
Consequentemente, a relacdo entre a infeccdo por S. mansoni e COVID-19,
especificamente, ainda é pouco conhecida. Bradbury et al., 2020 observou que o
envolvimento das respostas do tipo 2 na imunopatologia da SARS e COVID-19 (que tem
a resposta imune tipo 1 como protetora (HU, HUANG, YIN, 2020)) seria preocupante ao
considerar os possiveis efeitos da coinfeccdo por helmintos, e portanto, sugeriu a
comunidade de pesquisa a investigar a influéncia da coinfecgdo por helmintos nos
resultados do COVID-19, visto que segundo um estudo a imunomodulacdo destes
parasitas pode causar uma ineficacia das vacinas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, ou seja, que apresentam idade avancada, comorbidades e/ou
gestantes, prejudicando, assim, a imunizacdo da populagdo. (ABDOLI, A. 2020)

2.6 VACINA BCG E SEU EFEITO IMUNOMODULADOR

Identificado pelo sobrenome de seus desenvolvedores, Albert Calmette e Camille
Guerin, o imunizante envolvido no enredo desta pesquisa, Bacilo Calmette Guerin
(BCG), apo6s mais de 13 anos e 231 tentativas até alcancar sua formula final, teve sua
primeira aplicacao datada de 1921 em Paris na Franca (PEREIRA et al., 2007). No Brasil,
tendo sido utilizado inicialmente via oral em 1927, passou a compor o calendario nacional
de imunizacdo estabelecido pelo Programa Nacional de Imunizacdes (PNI) em 1977,
tornando-se obrigatdria sua administracao, que se da por via intradérmica, em dose Unica,
indicada a partir do nascimento até antes de a crianga atingir os 5 anos de idade.
(DATASUS).

O imunobioldgico caracteriza-se por elaboracdo a partir de bactéria atenuada de
origem bovina - Mycobacterium bovis - sendo capaz de prevenir formas graves da
tuberculose. Além disso, contém a propriedade de imunomodulacdo heter6loga, ou seja,
as condicdes causadas por outros patdgenos nao relacionados a tuberculose, por induzir

memoria inata via macréfagos alterando a ativacdo linfocitaria. (GUPTA, 2020).

Em relacdo a imunidade inata, apos a injecdo intradérmica da vacina por BCG,

dar-se o inicio de uma resposta imune com o reconhecimento de antigenos do BCG onde



neutréfilos residentes, macréfagos e células dendriticas (DCs) interagem com o bacilo. O
reconhecimento ocorre por meio da interacdo de diferentes receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs) com padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), como
peptidoglicano, arabinogalactana e acidos micdlicos localizados na parede celular da
bactéria (COVIAN, C. e et al, 2019). Um dos antigenos presentes na parede celular do
BCG corresponde ao antigeno (Ag) 85 (também presente no M. tuberculosis ), que
estimula a producédo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1-beta (IL-
1B) e IL-6, que séo capazes de gerar um estado pro-inflamatério que promove a ativacao
de células imunes (TSUJI, S. 2000).

Com relacéo a imunidade treinada, em um modelo in vitro foi demonstrado que
monocitos estimulados com o bacilo Calmette Guerin (BCG) mostraram respostas
aumentadas de citocinas pro e anti-inflamatorias na re-estimulagdo com estimulos nao
relacionados (LPS ou 0 Pam3Cys) (BEKKERING et al., 2016). Estudos epidemiologicos
em paises onde o BCG é administrado a neonatos revelaram que a vacina BCG reduz a
mortalidade neonatal e infantil independente de seu efeito sobre a tuberculose. A reducao
da mortalidade por BCG parece ser devido a inducdo de protecdo contra agentes
infecciosos ndo relacionados, como os patdgenos que causam sepse neonatal ou infecgbes
graves do trato respiratério. A base imunoldgica desses efeitos inespecificos foi
encontrada no sistema imune inato, liberando citocinas ao reconhecer componentes de
microrganismos (GYSSENS et al., 2019). Sendo assim, além de sua eficacia contra a
tuberculose, a vacina BCG tem demonstrado efeitos moduladores no sistema imunolégico
que vao além de sua protecdo especifica contra a TB (BREWER TF,1995). Estudos
epidemiologicos sugeriram que a vacina BCG pode fornecer protecdo contra infecgdes
respiratdrias, incluindo assisténcia viral, como influenza (gripe) (LEENTJENS J, e et al,
2015)

A vacinacdo com BCG em individuos saudaveis induz a reprogramacao
epigenética dos mondcitos, fornecendo protecdo contra patdgenos nao relacionados por
até 3 meses apds a vacinacdo. Consequentemente, isso demonstra a capacidade das
células imunes inatas (11Cs) de montar uma resposta ndo especifica do tipo 'memdria’
(BARRETO et al, 2006). Um acompanhamento de 60 anos de um ensaio clinico relatou
uma reducdo significativa no desenvolvimento de cancer de pulmdo em adultos que
receberam a vacina¢do BCG na primeira infancia (USHER e et al, 2019). Além disso, a

vacinacdo com BCG pode alterar o fendtipo de mondcitos que secretam maior quantidade



de citocinas, como TNF-a, IFN-y e IL-1, quando expostos a patdgenos nao
micobacterianos. A imunizagdo com a vacina BCG protege contra varios virus, como o
virus vaccinia e o virus herpes simplex tipo 2 (STARR, 1976). Os efeitos protetores do
BCG foram demonstrados contra a influenza A na reducéo dos titulos virais, juntamente
com a reducdo da inflamacdo e da lesdo pulmonar (STARR, 1976). Um aumento
significativo de anticorpos inespecificos, soroconversdo aprimorada contra o virus HIN1
e fagocitose aumentada de patdgenos transportados pelo ar e células T de memoria nos
pulmdes sugerem o papel protetor da vacina BCG contra patégenos ndo relacionados
(LEENTJENS J e et al, 2015). Aumentar as respostas imunes inatas por BCG para
controlar a replicacéo viral na fase inicial da infecgdo pode ser uma boa abordagem. Com
IS0, possuindo protecéo contra outras doengas, foi sugerida a sua aplicagédo como reforco
na vacinacdo contraa COVID-19 (DOS ANJOS et al., 2022)

O efeito imunomodulador da BCG refere-se a sua capacidade de influenciar o
sistema imunoldgico de maneira a proporcionar protecdo contra outras doencas, alem da
tuberculose. Isso ocorre porque a BCG ativa células imunoldgicas, como os macrofagos
e os linfocitos T, que desempenham um papel crucial na defesa contra infec¢des. Estudos
tém demonstrado que a vacina BCG pode oferecer protecdo contra outras doencas
infecciosas, como a malaria, a leishmaniose e até mesmo contra algumas formas de
cancer. Além disso, a BCG também tem sido associada a uma reducdo na incidéncia de
doencas alérgicas e autoimunes, como asma e doenca de Crohn. O mecanismo pelo qual
a BCG exerce seu efeito imunomodulador envolve a ativacdo de células dendriticas, que
apresentam antigenos as celulas T, desencadeando uma resposta imune. Além disso, a
BCG também induz a producéo de citocinas, moléculas que regulam a resposta imune.
Podendo modular também na resposta ao COVID-19. (CUNHA, D. V., 2022)



OBJETIVOS
GERAL

Verificar se existe diferenca entre os niveis de citocinas pré-inflamatorias tipo 1 e tipo 2,
bem como do perfil regulatério em culturas de mondcitos, previamente estimulados com
BCG, de pacientes sensibilizados por S. mansoni quando comparados com nao

sensibilizados, vacinados por BCG, em resposta imune inata a0 SARS-Cov-2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os niveis de citocinas pré-inflamatorias tipo 1 (IL-6; TNF-a), tipo 2
(CCLY5) e do perfil regulatério (1L-10) apos estimulo do BCG, seguido de estimulo
com SARS-Cov-2 em individuos 1gG positivos e IgG negativo para SEA/SWAP;

e Comparar os niveis de citocinas e quimiocinas em individuos com anticorpos IgG
positivo para S. mansoni e individuos sem anticorpos IgG para S. mansoni, apos

estimulo BCG, seguido de estimulo com SARS-Cov-2



MATERIAIS E METODOS
4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi submetido e aceito pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/UFPE), CAAE: 38508620.9.0000.5208
(Anexo 2). A realizacdo da presente pesquisa obedeceu aos preceitos éticos da Resolugéo
466/12 do Conselho Nacional de Salde.

4.2 DESENHO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal em que tivemos grupos de comparacdo formados por
individuos selecionados através de um questionario. Os grupos estudados se constituiram
em grupo “1” que representa os IgG positivos para SEA/SWAP e grupo “2” IgG negativos
para SEA/SWAP. Foi coletado o sangue periférico desses individuos para a estimulacéo
em cultura de monadcitos (in vitro) e avaliacdo da resposta frente a BCG e ao SARS-CoV-
2.

4.3 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Escada, situado na Zona da Mata de Pernambuco,
a aproximadamente 63 km de Recife e 63.517 habitantes. O Indice de Desenvolvimento
Humano (IDH) de Escada ¢é de 0,632). 67,8% dos domicilios de Escada ndo possuem
saneamento basico adequado e 18,7% dos domicilios ndo sdo abastecidos pela rede geral
de abastecimento de 4gua (IBGE, 2010). O municipio apresenta clima tropical chuvoso,
com verdo seco (IBGE, 2010) e um historico de infecgdes para esquistossomose. Para o
grupo controle foram selcionados individuos da cidade de Recife-PE, por ser uma regido
de baixa endemicidade. Recife, capital de Pernambuco, é uma cidade préspera, conforme
demonstram os numeros mais recentes. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), a populacdo estimada do Recife em 2024 é de 1.587.707 pessoas,
solidificando sua posicdo como uma das principais cidades do pais. Em 2022, ocupava a
nona posicdo entre as cidades mais populosas do Brasil e a terceira do Nordeste,
reforcando seu papel central na regido. Em 2024, o Recife alcangcou outro marco
significativo, ao se posicionar como a segunda capital brasileira mais bem avaliada no
indice de Gestdo Publica (ITGP), com uma nota impressionante de 80,1/100 pontos.
Essas diferengas refletem disparidades econdmicas e sociais entre as duas cidades. Recife,

como capital do estado de Pernambuco, tende a concentrar mais recursos econémicos,



educacionais e de salde, o que contribui para seu maior IDH. Ja Escada, embora tenha
um IDH considerado médio, ainda enfrenta desafios no que diz respeito a educagdo e

renda.

4.4 POPULACAO DE ESTUDO

Individuos adultos, de ambos o0s sexos, de 18 a 59 anos de idade, oriundos da
cidade de Escada-PE, e individuos residentes da cidade do Recife-PE. Foram
selecionados através de amostra por conveniéncia totalizando 13 pacientes onde através
do questionario aplicado, os individuos foram divididos em Grupo “1” — individuo com
anticorpos 1gG anti-SEA/SWAP positivos (sensibilizacdo por S. mansoni) e grupo “2”
individuo com anticorpo negativo para 1gG anti-SEA/SWAP e todos vacinados com
BCG.

Os critérios de inclusdo foram: individuos entre 18 a 59 anos de idade, ambos 0s
sexos, residentes na cidade de Escada-PE e na cidade de Recife-PE, onde apresentaram
parasitologico de fezes negativo para qualquer helminto e/ou protozoario e foram
sorologicamente positivo para 1gG anti-SEA/SWAP (Grupo 1) ou sorologicamente
negativo para IgG anti- SEA/SWAP (Grupo 2). Individuos com marcas da vacina do BCG
foram incluidos neste estudo.

Os critérios de exclusdo foram: individuos com doencas respiratdrias (hipertrofia
adenoideanas, insuficiéncia respiratoria cronica causada por: fungos, bactérias e virus) no
qual foram avaliados por meio do questionario, bem como individuos com Covid-19 no
momento do recrutamento. Pacientes que ndo apresentaram a marca da vacinagao por
BCG.

4.5 RECRUTAMENTO DOS PARTICIPANTES E INSTRUMENTOS PARA COLETA
DOS DADOS

Os individuos selecionados no estudo assinaram o Termo de Consentimento livre
esclarecido, responderam o questionario (Apéndice 1). Os individuos sensibilizados com
S. mansoni foram selecionados em parceria com 0 SANAR. Apds a coleta de sangue e a
andlise do soro por Elisa, os individuos selecionados formaram 2 grupos de comparacao:

Grupo 1, os sensibilizados po SEA/'SWAP-BCG e o0 grupo 2, os Nao sensibilizados por



SEA/SWAP-BCG sendo, posteriormente 0os mondcitos cultivados e re-estimulados com
BCG seguido de estimulo com SARS-Cov-2.

4.6 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram coletados 18mL de sangue venoso em tubos com heparina sodica para
utilizacdo nos ensaios de cultura celular. O isolamento de células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) foi realizado por diluicdo de sangue em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) estéril e centrifugacdo de densidade em Ficoll-Paque (GE
Healthcare, UK). O isolamento de mondcitos por Percoll foi realizado segundo
Bekkering et al., 2016. A camada de interface foi isolada e as células foram lavadas com
PBS frio. As células foram ressuspensas em meio de cultura RPMI modificado
(Invitrogen, CA, EUA) suplementado com 10 ug/ml de gentamicina, 10mM de
GlutaMAX e 10 mM de piruvato e contadas. Uma etapa de purificacdo extra foi
adicionada permitindo que mondcitos isolados com Percoll possam aderir as placas de

poliestireno de fundo plano (Corning, NY, EUA) por 1h a 37°C.

4.7 CULTURA DE MONOCITO E ESTIMULO POR BCG E SARS-CoV-2

O modelo de imunidade treinada usado foi descrito por Bekkering et al., 2016. Os
monocitos (100.000 células/pogo) foram adicionados na placa de 96 pocos de fundo
plano. Apos incubacdo por 1h a 37°C e lavagem com PBS quente, os mondcitos foram
incubados por 24h com meio de cultura ou este adicionado de 10 pg/ml de BCG (24 horas;
1° estimulo), o sobrenadante da cultura foi coletado e armazenado a -80°C e logo apos foi
feita a lavagem e repouso de 24h, o sobrenadante da cultura foi coletado e armazenado a
-80°C. Em seguida foi adicionado meio de cultura, onde as células ficaram em repouso
por 3 dias. Apds esse periodo foi retirado o meio de cultura e feito o 2° estimulo com
SARS-Cov-2 (1 pg/ml) em que os mondcitos ficaram incubados por 24h. Apos a

incubacdo, os sobrenadantes foram coletados e estocados a -80°C.
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Figura 3: Etapas de purificacé@o e cultura de monocitos sob estimulo de BCG e SARS-COV-2



4.8 PREPARACAO DOS ANTIGENOS DA ESQUISTOSSOMOSE

Os antigenos do S. mansoni ja foram preparados previamente, seguindo o
protocolo a seguir. Esse protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
do Instituto Aggeu Magalhdes — Fiocruz (CEUA-113/2017). Resumidamente,
camundongos Swiss webster foram infectados por via cutanea com aproximadamente 150
cercarias de S. mansoni. Os vermes obtidos da perfusdo foram separados em machos e
fémeas. Os vermes machos foram macerados manualmente com bastdo de vidro na
presenca de Tampdo fisiolégico TRIS-CHAPS e todo o material foi ultrassonicado em
trés ciclos de 20 pulsos, sendo cada pulso de 60 segundos a uma poténcia de 25W
(Processador Ultrassonico 500 Watts, Cole Parmer: modelo 501). O material permaneceu
overnight a 4°C para a extracdo de proteinas soliveis em NaCl, foi ultracentrifugado a
104 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante submetido a nova ultracentrifugacéo a
105 x g por 1 hora a 4°C.

Os figados dos camundongos perfundidos foram cortados e embebidos em solucéo
salina (NaCl) a 1,7% por 24 horas a 4°C. Apos esse periodo, foram aquecidos a 37°C sob
agitacdo em banho-maria durante 2 horas. Posteriormente, os figados foram triturados e
a suspensao filtrada em malha de 180um e 130um. O material filtrado passou por um
processo de decantacdo e em seguida foi centrifugado, em tubos siliconizados a 200 x g
por 5 minutos a 4°C. O precipitado foi ressuspendido solucdo salina 1,7% e passou por
maceracdo manual com bastdo de vidro na presenca de inibidor de protease (composta
por EDTA, metanol e PMSF) e foi ultrassonicado em trés ciclos de 20 pulsos, sendo cada
pulso de 60 segundos a uma poténcia de 25W (Processador Ultrassdnico 500 Watts, Cole
Parmer: modelo 501). O material foi ultracentrifugado a 104 x g por 10 minutos a 4°C e
0 sobrenadante submetido a nova ultracentrifugacdo a 105 x g por 1 hora a 4°C.
Posteriormente, o sobrenadante foi dialisado contra agua deionizada, utilizando-se
membrana de celulose para dialise, com capacidade de reter proteinas de peso molecular
a partir de 12 kDa, para completa retirada dos sais presentes no antigeno.

As proteinas dos antigenos foram dosadas atraves do método de Bradford (1976)
e seus perfis protéicos analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida a uma
concentracdo de 12% na presenca de dodecil sulfato de sddio a 10% (SDS-PAGE) e
corados pelo Coomassie Brilliant Blue (LAEMMLLI, 1970).



4.9 DOSAGEM DE IgG ANTI-SEA E ANTI-SWAP PARA CONFIRMACAO DOS
GRUPOS

Foram coletados sangue total de 13 pacientes, visto que 0s 7 que foram de regiédo
ndo-endémica, positivaram para o antigeno do S. Mansoni para obtencdo do soro/plasma.
Placas de 96 pogos (Nunc MaxiSorp, Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas por 3
horas, a 25°C, com 20ug/mL de antigeno solGvel dos ovos (SEA) e do verme adulto
(SWAP) do S. mansoni diluidos em tampéao carbonato bicarbonato. Apds lavagem com
PBS-T (PBS 0,01M acrescido de 0,05% de Tween 20), as placas foram bloqueadas com
100uL/poco de PBS 0,01M contendo 3% de leite (PBS-Leite) “overnight” a 4°C. Um
novo ciclo de lavagens foi realizado e foram adicionados os soros dos pacientes, diluidos
1:10 em PBS 0,01M. Apds 1h de incubacdo a 37°C e lavagem, foi adicionada a anti-1gG
humana biotinilada (555785 -BD Pharmingen), diluido 1:6000 em PBS-Leite. Apds
incubacgédo de 1h a 37°C, nova lavagem com PBS-T (3x) foi realizada e foi adicionada a
Streptoavidina peroxidase (RPN 4401V-GE Healthcare), diluida 1:8000 em PBS-Leite.
Foi adicionado o tampao revelador (OPD (Ortho-phenylenediamine, Sigma Chemical, St.
Louis, Mo., USA) dissolvido em tampao tris-citrato 0,1M (pH 5,5) e H202 30%). As
placas foram lidas em leitor de ELISA (492 nm) para o calculo da densidade optica (DO).
Os pacientes foram categorizados como positivo e negativo com base na razéo entre as
D.O. das amostras e o ponto de corte (média de 3 soros controles sabidamente

negativos=0,2). Os resultados da razdo maior que 1,5 foram considerados positivos.

4.10 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS

Os sobrenadantes das culturas dos mondcitos foram armazenados a -80°C e
descongelados para deteccdo das citocinas pro-inflamatorias tipo 1 (IL-6; TNF-a),
Th2/Treg (CCL5), perfil regulatério (IL-10) pela técnica do “Cytometric Bead Array”
(CBA) usando a metodologia flex (BD Biociences), é uma técnica utilizada para a
deteccdo e quantificacdo simultanea de maltiplos analitos, como proteinas, citocinas ou
anticorpos, em uma Unica amostra, a técnica combina a sensibilidade da citometria de
fluxo com a flexibilidade de um ensaio baseado em esferas (beads), permitindo a analise
multiplexada de diferentes moléculas em um Unico experimento. O principio da técnica
baseia-se no uso de pequenas esferas fluorescentes (beads) que sdo revestidas com

anticorpos especificos para os analitos de interesse. Essas esferas sdo codificadas com



diferentes intensidades ou combinagdes de fluorocromos, permitindo que cada populagdo
de esferas seja identificada individualmente pela citometria de fluxo. A amostra contendo
os analitos de interesse é incubada com as esferas, e qualquer analito presente se liga ao
anticorpo especifico na superficie da bead (Luminex Corporation, 2006).

Os kits utilizam microbeeds fluorescentes com anticorpos de detecgdo e de
captura para a quantificagdo das citocinas ou quimiocinas em 25ul de amostra e a leitura
é feita no citdmetro de fluxo. Os resultados serdo expressos em pg/ml, de acordo com

curva padréo.
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Figura 4: técnica do “Cytometric Bead Array” (CBA)



4.11 FLUXOGRAMA
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

Niveis de citocinas e quimiocinas nos grupos [1] positivo para IgG SEA/SWAP e [2]
Negativo para SEA/SWAP, foram comparados usando o teste de Kruskal Wallis e a
comparacdo Mdltipla através do teste de Dunn. Dentro todas as analises, valores de p <
0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Foram selecionados pacientes de ambos os sexos, com idades entre 18 e 59 anos,
provenientes de regifes distintas para composicdo dos grupos de estudo. A primeira
regido apresentava alta endemicidade para S. mansoni, constituindo o grupo controle
positivo, enquanto a segunda regido apresentava baixa endemicidade do helminto,
formando o grupo controle negativo. Para a determinacdo desses grupos, foi realizada a
dosagem de anticorpos IgG anti-sea/swap. Os resultados revelaram que 69,23% (n=9) dos
pacientes apresentaram resultados positivos, enquanto 30,77% (n=4) foram negativos. No
grupo positivo, 44,4% (n=4) eram do sexo masculino e 55,6% (n=5) do sexo feminino,
com uma média de idade de 37,11 anos. J& no grupo negativo, 25% (n=1) era do sexo

masculino e 75% (n=3) do sexo feminino, com uma média de idade de 31,25 anos.

Tabela 1: Caracterizacdo da populacdo de estudo quanto ao género, infeccdo com Sars-
Cov-2, vacinacao (doses) para Covid-19 e positividade 1gG anti-SEA/SWAP

IgG+ para SEA/SWAP 19gG- para SEA/SWAP
n= 9(69,23%) n=4(30,77%)
Género
Masculino 4 (44,4%) 1 (25%)
Feminino 5 (55,5%) 3 (75%)
Idade
(mediana = erro padréo) 37,11 +4,14 31,25+4,14
Covid-19
Tiveram 3 (33,3%) 2 (50%)
N&o tiveram 6 (66,6%) 2 (50%)
Vacina Covid-19
1° dose 9 (100%) 4 (100%)
2°dose 9 (100%) 4 (100%)
3°dose 8 (88,8%) 1 (25%)

4°dose 2 (22,2%) 0 (0%)




Trabalhos cientificos, embora busquem objetividade e precisdo, podem estar
sujeitos a vieses que influenciam seus resultados e conclusdes. Para diminuir os vieses,
observamos também quanto a infeccdo pelo SARS-CoV-2 e a vacinagdo contra o virus.
No grupo positivo para IgG anti-SEA, 3 pacientes apresentaram resultados positivos para
infeccdo por SARS-CoV-2, confirmados por testes rapidos durante o periodo de infec¢éo.
Outros 6 pacientes relataram ndo ter apresentado sintomas sugestivos de infecgéo, embora
apenas 3 tenham realizado testes de confirmacdo durante o periodo de suspeita. No grupo
negativo, 2 pacientes apresentaram resultados positivos para SARS-CoV-2 e 2
apresentaram resultados negativos.

N&o houve diferenca estatistica nos niveis de TNF-a entre os grupos 1gG+ e 1gG-
. No cultivo basal (sem estimulo), ambos 0s grupos apresentaram producéo basal de TNF-
o, mas o grupo IgG+ apresentou niveis menores. Apos estimulo com BCG, houve
aumento na producdo de TNF-a em ambos os grupos e o grupo IgG+ apresentou
producdo maior de TNF-o em comparagao com o grupo IgG-. Apos estimulo com SARS-
CoV-2, os niveis de TNF-a foram baixos em ambos os grupos ¢ ndo houve diferenga
significativa em relacéo ao estimulo prévio com BCG. Em resumo, o estimulo com BCG
induz uma resposta imune mais forte no grupo IgG+ e o estimulo com SARS-CoV-2 nao
induz uma resposta imune significativa em nenhum dos grupos.

Na analise da IL-10, o estimulo com BCG induziu uma producdo maior desta
citocina em ambos os grupos (IgG+ e 1gG-), em comparacdo com o cultivo basal, embora
ndo tenha havido significancia estatistica. A estimulacdo com SARS-CoV-2, seja
isoladamente ou apos re-estimulacdo com BCG, resultou em menor producdo de IL-10
em comparagdo com o0s demais estimulos.

Quanto os niveis da quimiocina CCL5, ao observar o grupo IgG+, foi visto uma
maior expressao dessa quimiocina nos niveis basais, bem como no re-estimulo com BCG,
quando comparado com os estimulos MEIO-SARS IgG+ e BCG-SARS IgG+. O mesmo
foi observado no grupo 1gG-, uma maior expressao dessa quimiocina nos niveis basais,
bem como no re-estimulo com BCG.

Na analise da IL-6, observa-se a producdo dessa citocina em niveis basais, bem
como re-estimulado com BCG, sem diferenca estatistica quando comparadas, para ambos
os grupos lgG+ e 1gG-. Houve niveis significativamente menores de IL-6, no grupo 1gG+,
frente ao estimulo SARS-Cov-2 ou BCG-SARS-Cov-2, comparado ao contato prévio
com MEIO e BCG. Contudo, no grupo 1gG-, a producdo de IL-6 sob os estimulos SARS-

Cov-2 ou BCG-SARS-Cov-2 foi menor, porém sem diferenca estatistica, quando as



celulas foram cultivadas antes com MEIO e BCG. A producdo de IL-6 pelas células do
grupo MEIO-SARS-Cov-2 e BCG-SARS-Cov-2 no grupo IgG- foi maior, porém sem
diferenca estatistica, quando comparado ao grupo IgG+.
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Figura 5: Niveis de TNF-a, IL-6, IL-10 e CCL5 em cultura de mondcitos de
individuos positivos para 1gG anti-SEA/SWAP (lgG+) e de individuos negativos
(1gG-). Os mondcitos foram cultivados (24hs) apenas meio de cultivo ou junto com SEA
(20 ng/mL) (1° estimulo). Ap6s lavagem e 3 dias de repouso, foi adicionado o 2° estimulo
SARS-CoV-2 (1 ng/mL) por 24 horas. As citocinas foram dosadas por CBA.
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DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado a influéncia do contato prévio com BCG na resposta
imune mediada por mondcito ao SARS-COV-2 nos individuos sensibilizados pelo S.
mansoni quando comparados com ndo sensibilizado, vacinados por BCG, observando a
diferenca entre os niveis de citocinas pré-inflamatérias Thl (IL-6; TNF-a), Th2 (CCL5)
e do perfil regulatdrio (I1L-10) em culturas de mondcitos desses individuos. Neste cenario,
foi possivel observar que a vacinagéo por BCG induziu a producao de IL-10 e TNF, sendo
esta Gltima maior em individuos sensibilizado pelo S. mansoni, apesar disso néao

modificou a resposta ao SARS-CoV-2.

Diferentes pesquisas afirmam que as co-infecgdes helminticas sdo responsaveis
por um aumento consideravel na morbimortalidade de doencas graves, como AIDS,
malaria e tuberculose. Partindo dessa observacéo, foi sugerido que os helmintos tambem
podem ser responsaveis por modificar o curso da COVID-19 (ABDOLI e et al, 2020).
Além disso, segundo os autores, a imunomodulacéo a estes parasitas pode causar uma
ineficdcia das vacinas, principalmente em pacientes imunocomprometidos, ou seja, que
apresentam idade avancada, comorbidades e/ou gestantes, prejudicando, assim, a
imunizacdo da populacdo. Por outro lado, a esquistossomose induz linfocitos T
regulatorios que podem controlar a reacdo inflamatoria anti-SARS-CoV2 e aumentar o
numero de células de memoria circulantes (CARVALHO e et al, 2008)

Como esperado houve producdo de TNF em resposta ao BCG, visto que todos 0s
individuos estavam vacinados com BCG, caracterizando a imunidade treinada homéloga.
A producdo de TNF tanto em paciente IgG+ e 1gG-, condiz com a estimulacdo do BCG
no sistema imunoldgico, desencadeando uma resposta imune, principalmente a resposta
tipo celular. Esta resposta inclui a ativacdo de células como os macréfagos, que
desempenham um papel crucial na defesa do organismo contra infeccdes bacterianas
(TSUJI, S. 2000). De fato, a imunidade treinada homologa pode alterar o fenotipo de
mondcitos que secretam maior quantidade de citocinas, como TNF-a, IFN-y e IL-1,
quando expostos a patégenos ndo micobacterianos (STARR, 1976). E possivel dizer que
houve uma tendéncia de maior producéo desta citocina nos individuos sensibilizados pelo
S. mansoni. Henri e colaboradores (2002) relataram que a infec¢do por S. mansoni esta

associada com altos niveis de TNF-a. Um estudo onde foi avaliado a estimulacéo de



hemoculturas sob ativagdo policlonal (mitdgeno) para conhecer a resposta imune celular
mais ampla e de fundo (producdo de citocinas e quimiocinas) dos individuos de areas
endémicas para S. mansoni, sugeriu que individuos somente quando alérgicos e
infectados (simultaneamente) apresentaram um perfil de resposta imune mista com niveis
mais altos de TNF-a, IL-6, IFN-y (resposta Th1) e IL-10 (citocina Th2/Treg), onde devido
a infecgdo, houve aumento na producéo de IL-6 e CXCL8 e menos CCL2 (NOBREGA
etal, 2021)

A producéo de IL-10 foi também observada frente a re-estimulagdo com BCG,
esse fato pode indicar uma regulacdo negativa da producdo de TNF-o e controle da
intensidade da reacdo inflamatéria. Em muitos casos, a inflamagdo é necessaria para
combater infecgdes, mas ela também pode causar danos ao tecido circundante. A IL-10
limita a resposta a inflamatdria excessiva que pode ser prejudicial ao hospedeiro.
Portanto, a inducdo da IL-10 pelo BCG pode contribuir para regular a resposta imune,
promovendo um equilibrio entre a defesa eficaz contra a infeccao e a prevencao de danos
ao tecido. (TSUJI, S. 2000). As células T regulatorias tém sido identificadas como células
secretoras de IL-10 e TGF-B (ARAUJO et al., 2008). Estas células estdo envolvidas na
imunossupressao durante a esquistossomose e tém sido relacionadas com o controle da
patogenia da doenca (BURKE et al., 2009; WAKKACH et al., 2003). No nosso estudo a
producdo de IL-10 frente a estimulacdo com SARS-Cov2, com meio e re-estimulacao

com BCG, foi menor quando comparado aos demais estimulos.

A CCL5 é uma quimiocina envolvida no recrutamento de células imunes, como
células T, macrofagos e eosindfilos, para os locais de inflamacéo. Estudos indicam que o
BCG pode influenciar a expressao de varias citocinas e quimiocinas, incluindo a CCL5,
no hospedeiro (MENDEZ, et al, 2008). Em nosso estudo, os niveis de CCL5 basais foram
elevados em ambos 0s grupos, sensibilizados ou ndo para o S. mansoni, e ndo houve
alteracdo em resposta ao BCG, indicando uma resposta inespecifica e independente ao
contato com prévio com o helminto. No entanto, a resposta ao segundo estimulo com
SARS-CoV-2 foi menor, independentemente da exposicdo prévia ao BCG. Entdo, a
producdo desta citocina ndo foi alterada em resposta ao SARS-CoV-2 e indica ndo ser

uma quimiocina marcadora de memoria treinada para 0s antigenos do S. mansoni.

Os niveis de IL-6 seguiram o mesmo curso da CCL5, niveis basais elevados nos

grupos sensibilizados ou ndo para o S. mansoni, e sem alteracdo em resposta ao BCG, ou



seja, resposta inespecifica e presenca de IgG anti-SEA/SWAP independente. No entanto,
a resposta ao segundo estimulo com SARS-CoV-2 foi menor apenas nos individuos
previamente infectados pelo S. mansoni, visto que os antigenos virais induziram producgao
consistente de IL-6 nos individuos negativos para IgG anti-SEA/SWAP. Para este
resultado ndo foi requerido um segundo contato (in vitro) dos mondcitos ao BCG
(produgéo de IL-6 no MEIO/SARS-Cov-2). Contudo, ndo temos como afirmar se a
producdo foi devido a vacinacdo prévia com BCG ou com o SARS-CoV-2. Entdo, a
producdo desta citocina foi alterada em resposta ao SARS-CoV-2 e indica memoria
treinada pelo BCG ou pelo SARS-CoV-2. Para esta elucidagdo seriam necessarios
individuos ndo vacinados com BCG, mas por ser vacinacdo em massa desde o final da

década 70, ndo encontramos tal perfil.

Além disso, nossos dados sugerem que o contato prévio com antigenos do S.
mansoni, pode modular negativamente a producéo de IL-6 pelos mondcitos, em resposta
a0 SARS-CoV-2, mesmo em individuos re-estimulados com BCG. A expressdo génica
de proteinas atuantes na epigenética no mondcito e consequente sintese de moleculas
imunorregulatorias merecem ser investigadas nos individuos com IgG anti-SEA/SWAP

para elucidar a diminuicéo da IL-6 frente posterior estimulo viral.

Apesar do n amostral pequeno, os dados aqui apresentados sugerem que
monacitos previamente sensibilizados com BCG podem atuar na imunidade treinada
homologa (re-estimulo BCG) e heterdloga (re-estimulo SARS-CoV-2), aumentando a
producdo de TNF e IL-6, respectivamente. Contudo, os dados sugerem que a prévia
infeccdo com S. mansoni interfere de forma diferente na memaria treinada aqui
observada, aumentando a producdo de TNF ao antigeno homologo (BCG) e diminuindo
a producdo de IL-6 heteréloga (SARS-CoV-2)



CONCLUSAO

Portanto sugere-se que a vacina¢do com BCG induz producdo de IL-10 e TNF,
sendo esta Ultima maior em individuos sensibilizados pelo S. mansoni. A prévia infeccao
com S. mansoni interfere na memoria treinada, aumentando a producédo de TNF ao
antigeno homologo (BCG) e diminuindo a producéo de IL-6 heterdloga (SARS-CoV-2).
Entdo, o contato prévio com antigenos do S. mansoni pode modular negativamente a
producdo de IL-6 pelos mondcitos em resposta a0 SARS-CoV-2. A imunidade treinada
homdloga (re-estimulo BCG) e heteréloga (re-estimulo SARS-CoV-2) pode ser
influenciada pela vacinacdo com BCG e prévia infeccdo com S. mansoni, contudo a
expressdo génica de proteinas atuantes na epigenética no monaocito e consequente sintese
de moléculas imunorregulatorias merecem ser investigadas. Sendo assim, os achados
deste estudo podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e
monitoramento, que levem em consideracdo a modulagcdo imunoldgica por antigenos
parasitarios, porém ainda se faz necessario um estudo com o n amostral maior para

confirmacdo dos resultados.
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ANEXOS

ANEXO I- Questionério

Formulario N° Data__ [/ [/
Nome:
Filiacao
Endereco: Tel.
Data de nascimento: ___/__ /  (checarcarifo) Responsavel pels entrevista:
Escolaridade Matema:N&o estudou ( ) 1° grau incompleto () 1° grau completo ()
2° grau incompleto { ) 2° grau completo ( ) Superior ()
Renda Familiar: Meio salério minimo ( ) 1 salario minimo ( ) 1 a2 saldrios minimos ( )

3 a 4 salarios minimos ( ) 5 salarios minimos ou mais ( )

Histéria Familiar de Alergia: M&e: Sim ( ) Nao ( )

Pai: Sim( ) Néao( ) Irméos: Sim( ) Ndo{ )
Tabagismo Passivo: Alguém fuma dentro de casa:  Sim{ ) Néo ( )
Aleitamento Materno: Por quanio tempo seu (sua) fitho(a) mamou exclusivo no peito meses
Sexo: Masculino { ) Feminino ( } Peso Estatura iMC { kg/m2)

QUESTIONARIO 1 (ASMA):

(6 2 14 anos)

1. Alguma vez na vida seu (sua) filho(a) teve sibilos (cansago,chiado no peito)?

Sim( ) Nao ( ) Se vocé respondeu N&o, passe para a quest&o nimero 6.
2. Nos ultimos 12 meses, seu (sua) filho (a) teve sibilos (cansaco, chiado no peito)?

Sim( ) Nao ( )
3. Nos ultimos 12 meses, quantas crises de sibilos (cansago, chiado no peito) seu(sua) filho(a) teve?
Nenhuma crise ( ) 1a3crises( ) 4a12crises () mais de 12 crises ()

4. Nos ultimos 12 meses, com que frequéncia seu (sua) filho (a) teve seu sono perturbado por chiado no
peito?

Nunca acordou com chiado ( ) Menos de 1 noite por semana ( ) 1 ou mais noites por semana ( )

5. Nos ultimos 12 meses, seu chiado foi téo forte a ponto de impedir que seu (sua) filho (a) conseguisse
dizer mais de 2 palavras entre cada respiragdo?

Sim( ) Nao ( )

6. Alguma vez na vida seu (sua) filho (a) teve asma?
Sim( ) Néo ( )

7. Nos dltimos 12 meses, teve chiadc no peito apds exercicios fisicos?
Sim () Néo ( )

8. Nos dltimos 12 meses, seu (sua) filho (a) teve tosse seca & noite, sem estar gripado ou com infecgdo
respiratéria?

Sim( ) Nao ( )



QUESTIONARIC 2 (Rinits Alérgica)
Todas as perguntas séo sobre problemas que ocomeram quando vocs ndo estava grinado ou resfriado

1. Alguma vez na vida seu (sua) filho {a) tave problemas com espirros ou corize (corrimeanto nasal), ou
obstrucdo nasal, guando nédc estava resfriado ou gripado?
( )Sim ( )Né&o -Sear st2 foi Ndo 2r@ 8 questio 6

2. Nos ultimos 12 (doze) meses, seu (sua) filho (a) teva algum problema com espirros, coriza (cormmento
nasal) cu obstrucdo nasal, quando nao estava gripado ou com resfriado?

( )Sim { )Na@o -_Se 2 respesta foi Ndo, passe para a ouest3o 8.

3. Nos dltimos 12 (doze) meses, esse problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou cocgira nos
ollhos?
( )Sim { Nao

4. Em qual dos tltimos 12 (doze) meses esse problema nasal ocorreu? (Por favor, marque em qual ou quais
meses isto ocorreu)

{ )Janeiro ( )Abril ( )Julho ( ) Qutubro

( ) Fevereiro ( ) Maio ( )Agosto ( ) Novembro

( ) Margo { )Junho ( ) Setembro ( ) Dezembro

5. Nos Ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes as atividades diarias do seu (sua) filho (a) foram atrapalhadas
por esse problema nasal?
( ) Nada ( ) Um pouce ( ) Moderado ( ) Muito

6.Alguma vez na vida seu (sua) fitho (a) teve rinite?
{ )Sim ( )N&o

7. Possui animal de estimacéao?
Sim( ) Nao ( )

Se sim, quantos?
Qual (is)?
8.Vocé fuma ?
( )Sim ( )Néo




10.

11.

12.

QUESTIONARIO COVID/ESQUISTOSOMOSSE/ACE2 E BCG

Foi infectado pelo novo coronavirus/ teve COVID-19? Se sim, quando?
Sim( ) Néo ()

Quais séo os sintomas sentiu quando estava com COVID-19?

Febre () Dor de cabeca ( )
Fadiga/Cansaco () Diarreia ()
Tosse () Faltadear ( )

Perda de olfato e paladar / ficou sem sentir cheiro e gosto ()
Outros:

Quando estava com COVID-19 necessitou de internagéo e/ou intubagéo?
Sim( ) Nao ( )

Procurou atendimento hospitalar quando percebeu os sintomas da COVID-19?
Sim( ) Ndo ( )

Teve alguma sequela da COVID-19?
Sim( ) Néo ( )

Realizou algum teste para COVID-19? Se sim, qual?
Nenhum ()

RT-PCR( )

Sorologico laboratorial ()

Teste rapido — sorologico ()

Teste rapido — antigeno ()

O teste/exame realizado foi positivo ou negativo para 0 novo coronavirus?
Positivo () Negativo ()

Utilizou algum tipo de tratamento para COVID-19? Se sim, qual?
Sim( ) Nao ( )

Foi vacinado contra COVID-19? Se sim, quantas doses?
Sim( ) Néo ( )

Numero de doses

Se vacinado, o dia da ultima dose?

Qual a vacina tomada?

Outros familiares tiveram COVID-19?
Sim( ) Nado ( )



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Se os familiares foram negativos, esse resultado foi através do exame ou pela auséncia
de sintomas?

Ja teve Esquistossomose?
sim( ) N&o( )

Ja fez tratamento para Esquistossomose? Se sim, quantas vezes?
Sim( ) Ndo ( )

Reside proximo a rios, agudes?
Sim( ) Nao ( )

Precisa passar por rios e acudes ou utiliza-os para alguma atividade diaria? Por
exemplo: lavar roupas.
Sim( ) Ndo ( )

Teve febre nas tltimas 48 e 72 horas?
Sim( ) Néo ()

Realizou algum transplante?
Sim( ) Néo ()

Fez uso de Ivermectina, Aciclovir, Corticoide, Hidroxicloroquina (Kit — Covid)?
Sim( ) Néo ( )

Atualmente faz uso de corticoide?
Sim( ) Néo ( )
Qual?

Apresenta alguma das situacoes abaixo?

Diabetes ()
Hipertensdo ()
HIV ( )

Leishmaniose ()

Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica — DPOC ()
Enfisema pulmonar ()

Lapus ()

Artrite reumatoide ()

INFORMACOES SOBRE BCG
Possui marca da vacina BCG?
( )sim ( )néo

Vocé foi revacinado com BCG?

( )sim ( )néo



Possui sintomas de tuberculose?

Tosse por mais de trés semanas, podendo haver sangue; ( )
Dor ao respirar ou tossir; ( )

Febre baixa;( )

Suor frio; ()

Sensacdo de faltade ar; ()

Perda de peso sem causa aparente ( )

Vocé ja teve tuberculose?

( )sim ( )néo

Se sim, fez tratamento de tuberculose?

( )sim ( )néo

Qual exame vocé fez para diagnosticar a tuberculose?
Baciloscopias ( ) Teste rapido molecular ( ) Cultura ( )

Qual tratamento vocé fez para tuberculose ?

Qual antibidtico vocé utilizou para o tratamento?

Isoniazida; ( )
Rifampicina; ( )
Etambutol; ( )
Pirazinamida. ()



Anexo Il — Comprovante de submissdo ao Comité de ética em Pesquisa

UFPE - UNIVERSIDADE

CEP FEDERAL DE PERNAMBUCO - « ﬂ?}.&«m
e e CAMPUS RECIFE -
UFPE/RECIFE

COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Infecgio por Schistosoma mansoni e/ou a asma na sorologia para Covid-19: uma
avaliagdo in vitro da influéncia de antigenos parasitanos (SEA/SWAP) na
memdria imunolégica inata (tremada) e adaptativa frente ao SARS-CoV-2 e aos
antigenos do acaro (Dermatophagoides pleronyssinus e Blomia tropicalis).

Pesquisador: CASSIA GISELLE DE OLIVEIRA NOBREGA

Versao: 1

CAAE: 38508620.9.0000.5208

Institui¢do Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
DADOS DO COMPROVANTE

Numero do Comprovante: 1100632020

Patrocionador Principal: Financiamento Préprio

Informamos que o projeto Infecgdo por Schistosoma mansoni e/ou a asma na sorologia para Covid-
19: uma avaliagdo in vitro da influéncia de antigenos parasitarios (SEA/SWAP) na memdria imunolégica
inata (treinada) e adaptativa frente a0 SARS-CoV-2 e aos antigenos do acaro (Dermatophagoides
pteronyssinus e Blomia tropicalis). que tem como pesquisador responsavel CASSIA GISELLE DE
OLIVEIRA NOBREGA, foi recebido para andlise ética no CEP UFPE - Universidade Federal de
Pernambuco - Campus Recife - UFPE/Recife em 25/09/2020 as 16:40.

Endoreco: Av.da Engenharia sn®- 1* andar, sala 4, Prédio ¢o Centro de Ceéncias da Saude

Bakrro: Cwdade Universitara CEP: 50 740600

UF: PE Municipio: RECFE

Telefone: (81)2126-8588 E-mall: cephumanos upeuipe br



Anexo lll - Carta de anuéncia do LIKA (local de realiza¢&o das técnicas
laboratoriais)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
LABORATORIO DE IMUNOPATOLOGIA KEIZO ASAMI

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos, para os devidos fins, que estamos cientes e concordamos com 0
desenvolvimento do projeto Infecgao por Schistosoma mansoni elou a asma na
sorologia para Covid-19: uma avaliagdo in vitro da influéncia de antigenos
parasitarios (SEA/SWAP) na memoria imunologica inata (treinada) e adaptativa
frente ao SARS-CoV-2 e aos antigenos do acaro (Dermatophagoides pteronyssinus
e Blomia tropicalis), sob a coordenacdo da Profa. Dra. Valdénia Maria Oliveira de
Souza, para uso das instalacoes do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-
UFPE).

Recife, 17 de Setembro de 2020.

Prof. Bf. José Luiz de Lima Filho

Diretor do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami-UFPE
Pool. José Lot de Lima Fiko

Covence
USAI LY pE
e DALMY

Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria — Recife — PE CEP 50670-901
Fone: 81 2126-8000



Anexo IV — Carta de anuéncia da Secretaria de Saude de Escada (local
onde foram selecionados 0s pacientes)

PREFEITURA MUNICIPAL DA ESCADA
SECRETARIA DE SAUDE SUSTENTAVEL
Departamento de Vigilincia i Saade

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins, que aceitaremos (0) 4 pesquisador (a) Cassin
Giselle de Oliveira Nébrega, a desenvolyer 0 seu projeto de pesquisa (Infecgiio por
Schistosoma mansoni ¢/ou a asma na sorologia para Covid-19: uma avaliagdo in
vitro da influéncia de antigenos  parasitirios (SEA/SWAP) na memoria
imunoldgica inata (treinada) ¢ adaptativa frente 20 SARS-CoV-2 ¢ aox antigenos
do fcaro (Dermatophagoides pteronyssinus ¢ Blomia tropicalis)). gue ¢sti sob a
coordenagido/orientagdio do (n) Prof. (a) Valdénia Maria Oliveira de Souza, cuo
objetivo ¢ Avaliar os niveis de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 no plasma
¢ a resposta imune de memaria inata ¢ adaptativa, através do cultivo de células do
sangue periférico, de individuos com infecgdio por 8. mansoni e/ou com asma, bem
como de vacinados ou nio para BCG, em resposta ao SARS-CoV-2 ¢ antigenos do
dcaro, em pacientes atendidos em postos de satde do municipio de Escada

Esta autorizagdo esta condicionada a0 cumprimento do (a) pesquisador (al aos
requisitos das Resolugdes do Conselho Nacional de Saide e suas complementares
comprometendo-se utilizar os dados pessonis dos participantes da pesquis,
exclusivamente para os fins cientificos, mantendo o sigilo ¢ garantindo a nido unlizagdo
das informagdes em prejuizo das pessoas ¢/ou das comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados o'a pesquisador/a deverd apresentar 4 esta
Instituigdo o Parecer Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por Conuté de

Ftica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos. credenciado ao Sistema CHPP CONER

Escada, em 23 de Sctembyp de 2020.
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APENDICES
Termo de consentimento livre esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO PROGRAMA DE POS-

‘@’ GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL

SSmmum  TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
vee (PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

e
[~
e~

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa (Infeccéo por
Schistosoma mansoni e/ou a asma na sorologia para Covid-19: uma avaliagdo in vitro da
influéncia de antigenos parasitarios (SEA/SWAP)na memoéria imunoldgica inata (treinada) e
adaptativa frente ao SARS-CoV-2 e aos antigenos do acaro (Dermatophagoides pteronyssinus
e Blomia tropicalis)), que esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) Cassia Giselle de
Oliveira Nébrega, Av. Prof. Moraes Rego, s/n. Cidade Universitaria, 50670-901 — 81 99518-
1557 — cassia.nobrega@ufpe.br. Também participam desta pesquisa 0s pesquisadores:
Mariana Quitéria de Morais Silva (81) 99721-942, Emanuel Savio Cavalcanti Sarinho (81
21263918), Décio Medeiros (81 21263918), Dirceu Solé (11 55791590), Virginia Maria Barros
de Lorena (81 2101-

2559), Wheverton Ricardo Correia do Nascimento (81 21268525) e Thais Emmanuelly Melo
(81 21012515), e estasob a orientagdo de Valdénia Maria Oliveira de Souza, Telefone: (81)
2126-8484, e-mail: valdenia.souza@ufpe.br.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa.
Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do
estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas
vias. Uma via lhe serd entregue e a outra ficara com o pesquisadorresponsavel. O (a) senhor
(a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera
nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem nenhuma penalidade.

A pesquisa pretende diagnosticar e tratar pacientes com vermes intestinais e estudar
0s componentes do sangue que indicam imunidade ao coronavirus e que estéo relacionados a
alergia em pessoas com vermes intestinais. Asua participacéo é voluntaria e se dara por meio
de coleta de fezes para realizagdo de exames de fezes, entrevista sobre as doengas alérgicas,
teste de alergia na pele e retirada de 18 ml (4 colheres de cha) de sangue da veia do brago com
agulha e seringa descartaveis para exames de sangue. A coleta de sangue e o teste de alergia
serdo realizados individualmente, no posto de saude, uma Unica vez.

Os riscos decorrentes da sua participacdo na pesquisa sdo a possibilidade de
constrangimento no momento da coleta das fezes e durante a realizacdo das entrevistas,
coceira no brago por causa do teste alérgico na pele, aparecerem hematomas (mancha roxa)
no local da retirada de sangue, porém, asseguramos que serdo tomados todos os cuidados
necessarios para que este fato ndo aconteca. Pode ocorrer também algum mal estar (enjoo,
vOmitos, diarreia) para vermes, que séo raros e, de qualquer forma devera ser tomada, pois 0s
vermes fazem mal & salde e devem ser eliminados. Garantiremos a confidencialidade das
informacgdes prestadas, assim como o0 anonimato de todos 0s que participarem da pesquisa.

Se o (a) Sr (a) permitir a sua participacao, estara contribuindo para entender sobre a
imunidade para o coronavirus e doencas alérgicas e melhorar o diagnéstico e escolha do
tratamento utilizado pelos pacientes com asma eparasitado por vermes. Além disso, vocé
realizard um exame de fezes e um de sangue, receberdo os resultados do mesmo e em caso
de alguma alteracdo nos resultados serdo agendados para uma consulta médica. Os que
tiverem vermes serao tratados e sera verificado se a parasitose foi eliminada a cada 3 meses
(até completar um ano), recebera orientacdes de higiene e métodos para evitar novas infeccdes.
No caso das pessoas alérgicas, o tratamento seguira normalmente.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar
a participar do estudo e que esta decisdo ndo acarretara penalizacdo por parte dos
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mailto:valdenia.souza@ufpe.br

pesquisadores. Todas as informagfes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagcdo dos voluntarios, a
ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagao.
Os dados coletados nesta pesquisa (questionario de alergia e resultados dos exames de fezes
e de sangue) ficardo armazenados em pastas de arquivo sob a responsabilidade do
pesquisador responsavel e a orientadora, no endere¢o acima informadopelo periodo de minimo
5 anos apas o término da pesquisa.

Nada lhe serd pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacdo é voluntaria, mas fica também garantida a indenizagcdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-
judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimenta¢éo). Em caso de davidas relacionadas
aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera consultar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n —
1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife- PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 —
e-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(assintura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apds a leitura (ou
a escuta da leitura)deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido
as minhas dividas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo Infecgdo
por Schistosoma mansoni e/ou a asma na sorologia para Covid-19: uma avaliagéo in vitro da
influéncia de antigenos parasitarios (SEA/SWAP) na memoéria imunoldgica inata (treinada) e
adaptativa frente ao SARS-CoV-2 e aos antigenos do acaro (Dermatophagoides pteronyssinus
e Blomia tropicalis), como voluntéario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis

riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso |retirar o
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data

Impressao

Assinatura do participante: digital

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:

e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas néo ligada
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