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RESUMO

A doenca do Coronavirus (COVID-19) causou impactos mundiais iniciados no ano de
2019. E sabido que a vacina do Bacilo Calmette-Guérin (BCG) pode gerar protecio
cruzada contra doencgas virais em adultos e criancas, este estudo objetivou avaliar a
resposta do BCG em adultos convalescentes da COVID-19. Duplo cego,
randomizado, multicéntrico, prospectivo e de fase lll, esse estudo foi realizado no
Cecom (Centro de Saude da Comunidade) e no Hospital Municipal de Paulinia. Foram
incluidos 378 pacientes adultos convalescentes da COVID-19. A vacina BCG ou
placebo foi realizada apés a coleta de sangue na admissao pela via intradérmica em
dose Unica, a evolugdo clinica foi caracterizada através dos questionarios de
admissdo e acompanhamento. Uma propor¢cdo maior de pacientes vacinados com
BCG se recuperaram mais rapido de anosmia e ageusia em relacdo aos vacinados
com placebo (anosmia: 83,1% vs. 68,7%, p = 0,043; ageusia: 81,2% vs. 63,4% , p =
0,032), BCG também evitou o aparecimento de ageusia em pacientes que nao
relataram esse sintoma na admissao: 7 de 113 (6,2%) receptores de BCG e 19 de 126
(15,1%) placebos, p = 0,036. Em 39 pacientes, a resposta humoral anti-SARS-CoV-2
foi medida pelo titulo de imunoglobulina G da proteina N e pela soro neutralizacéo
através da interagdo com o receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2)
sugerindo que o plasma de pacientes injetados com BCG podem neutralizar o virus
com menor especificidade; no entanto, os resultados ndo foram estatisticamente
significativos. Com o intuito de entender melhor o papel do BCG, o plasma de um
grupo de 80 pacientes foi utilizado em diferentes concentragbes para tratamento de
macrofagos (linhagem de mondcitos humanos THP-1), com avaliagdo da
citotoxicidade e da expressao do gene ECA2 medida por RT-PCR. A vacina BCG
oferece protecao cruzada contra COVID-19 com modulagcéo da resposta imune e

aumento da expressao de ECAZ2.

Palavras-chave: Ageusia. BCG. COVID-19. ECA2. Neutralizagdo. IgG. SARSCoV-2.



ABSTRACT

The Coronavirus disease (COVID-19) caused worldwide impacts that began in 2019.
It is known that the Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine can generate cross-
protection against viral diseases in adults and children. This study aimed to evaluate
the response of BCG in adults convalescent from COVID-19. Double blind,
randomized, multicenter, prospective and phase lll, this study was carried out at
Cecom (Community Health Center) and at the Paulinia Municipal Hospital. 378 adult
patients convalescent from COVID-19 were included. The BCG or placebo vaccine
was administered after blood collection on admission via the intradermal route in a
single dose, clinical evolution was characterized through admission and follow-up
guestionnaires. A greater proportion of patients vaccinated with BCG recovered faster
from anosmia and ageusia compared to those vaccinated with placebo (anosmia:
83.1% vs. 68.7%, p = 0.043; ageusia: 81.2% vs. 63, 4%, p = 0.032), BCG also
prevented the appearance of ageusia in patients who did not report this symptom on
admission: 7 of 113 (6.2%) BCG recipients and 19 of 126 (15.1%) placebos, p = 0.036.
In 39 patients, the anti-SARS-CoV-2 humoral response was measured by N protein
immunoglobulin G titer and by serum neutralization through interaction with the
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor, suggesting that plasma from
injected patients with BCG they can neutralize the virus with less specificity; however,
the results were not statistically significant. In order to better understand the role of
BCG, plasma from a group of 80 patients was used in different concentrations to treat
macrophages (THP-1 human monocyte lineage), with evaluation of cytotoxicity and
expression of the ACE2 gene measured by RT-PCR. The BCG vaccine offers cross-
protection against COVID-19 by modulating the immune response and increasing

ACE?2 expression.

Keywords: Ageusia. BCG. COVID-19. ECA2. Neutralization. 1gG. SARS-CoV-2.
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JUSTIFICATIVA DE ORIGINALIDADE

No ano de 2020 foi declarado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
pandemia da COVID-19, iniciou-se a busca por solu¢cdes para contencédo da doenca,
varios tratamentos foram testados, medicacbes novas ou aplicacdes inovadoras de
medica¢fes utilizadas em outras patologias, como € o caso da vacina BCG. Um
adendo, paises que possuiam a vacina BCG no calendario vacinal como compulsoéria

mostraram menor mortalidade pela COVID-19.

O grupo Uroscience, onde o trabalho em questéo foi desenvolvido tinha vasto
conhecimento do BCG na area oncoldgica, principalmente no tratamento do cancer
de bexiga ndo musculo invasivo, associado ao conhecimento prévio apontando o BCG
como um possivel alvo protetivo, emergiu uma oportunidade, sugeriu-se a aplicacéo
do BCG em pacientes convalescentes da COVID-19 englobando a populagdo em
geral, diferentemente de outros estudos que utilizaram o BCG em pacientes saudaveis
e direcionado a profissionais da area da saude, dando-se ai a inovacao do trabalho

em questao.
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1 INTRODUCAO

1.1 COVID-19

Em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, China, (1) teve inicio
a pandemia da COVID-19 (do inglés Corona Virus Disease-19), causada pelo
virus da sindrome respiratoria aguda 2 (SARS-CoV-2, do inglés Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2). Esta doenga ja tem acumulado mais de
675 milhdes de casos no mundo todo e destes, mais de 37 milhdes de casos e
699 mil ébitos foram confirmados apenas no territério brasileiro (2), ocasionando

grave problema de saude publica e financeira para o pais (3).

O SARS-CoV-2 pertence ao grupo dos B-coronavirus, os quais
possuem caracteristicas estruturais especificas, com um envelope e
nucleocapsideo revestido por fosfolipidios e proteinas, sua transmissédo ocorre

através de goticulas expelidas por pacientes infectados (4).

Devido ao alto grau de transmissdo do virus, da gravidade dos
sintomas e ao grande impacto no campo socioecondmico mundial causado pela
pandemia, iniciou uma corrida em busca de informacdes sobre a nova doenca,
resultando no desenvolvimento de métodos de diagndsticos (através do teste
RT-PCR para detecc¢éo do virus nas vias aéreas e deteccao de anticorpos IgG e
IgM no soro) além de medidas de prevencdo (uso de mascaras,
distanciamento/isolamento social, lavagem frequente das maos e uso de alcool
em gel 70%) contra a COVID-19. Quanto ao tratamento da doenca, foram
investigados a eficacia de farmacos, incluindo pesquisas com a
Hidroxicloroquina (5) associada ou n&do a Azitromicina (6), tratamento com

imunoglobulinas (7,8), e por fim o desenvolvimento de diversas vacinas (9).

Diante deste cenario, o desenvolvimento das vacinas contra a COVID-19
ganhou destaque, sendo tal processo considerado o mais rapido da histéria (10).
Entretanto, tal recurso ndo chegou igualmente a todos os paises do mundo,

especialmente nos economicamente menos favorecidos como a Etidpia, por
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exemplo, que possui vacinas para apenas 20% da sua populacéo e teve como
estimativa a conclusdo do processo de vacina¢do somente em 2024, ratificando

desta forma uma grande desigualdade social (11).

1.2 MECANISMO DE ACAO DO SARS-CoV-2 ASSOCIADO AO SRA

O SARS-CoV-2 utiliza-se do sistema renina angiotensina (SRA) para
adentrar ao organismo, apds sua entrada, ele utiliza-se da ECA2 (Enzima
Conversora de Angiotensina 2) para entrar nas células. Desta forma, ap0s se
ligar com a ECA2, o virus incorpora seu material as células do hospedeiro
estimulando uma resposta imune com exacerbada producéo de citocinas pro-
inflamatorias. As consequéncias fisiologicas deste processo demonstram desde
qguadros leves e assintomaticos até quadros muito graves, evoluindo a partir de
sintomas leves como febre, fadiga, tosse, dispnéia e mialgia para pneumonia,
sindrome respiratoria aguda grave, insuficiéncia cardiaca, sepse, entre outras

complicagBes, até mesmo 6bito (4,18,19).

O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) ou somente SRA
(sistema renina angiotensina) desempenha um papel central tanto no controle
homeostatico do sistema cardiovascular e renal quanto na regulagéo do volume
de fluidos e pressdo arterial, porém, também exerce efeitos troficos e
patomorfolégicos em varios tecidos, incluindo os pulmbes, atuando
principalmente na microvasculatura e nas células mesenquimais. A manipulacdo
do SRA, tanto seu blogueio como seu reequilibrio é o foco de varios protocolos
terapéuticos, sendo utilizado em patologias como a hipertensao arterial e suas

sequelas cardiovasculares, cardiopatia isquémica e insuficiéncia cardiaca (12).

O SRA é dividido em SRA classico e anti-SRA, ambos consistem em
varias reacdes enzimaticas que ocorrem em cascata. Um dos seus principais
produtos é a geracéo de Angiotensina Il (Ang Il) no SRA classico (figura 1, topo).
A renina € uma protease liberada pelos rins em sua forma ativa, atua clivando o
angiotensinogénio, esse por sua vez é produzido pelo figado em grandes
quantidades, mas também pelo tecido adiposo, levando a formacdo da
Angiotensina | (Ang 1), local e sistémica, que & entdo hidrolisada pela Enzima

Conversora de Angiotensina (ECA), produzindo o octapeptideo Ang Il (13).
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 J

AT1R MaSR

Figura 1. Esquema dos bracos do Sistema Renina Angiotensina
Classico (SRA) e anti-SRA.

No endotélio, devido ser um tecido rico em microvasculatura, assim como
em todo tecido pulmonar, a ECA é abundantemente expressa. A conversao de
Ang | em Ang Il acontece rapidamente em toda extensao do leito vascular. Se
ocorrer aumento dos niveis de Ang | circulante, como previamente descrito no

sobrepeso e obesidade, acarretara superproducéo de Ang Il (13).

Quanto ativa a Ang Il ird se ligar a alguns receptores, o ATR1R e AT2R
(receptores de Angiotensina Il tipo 1 ou tipo 2), essa ligacdo costuma levar a
vasoconstricao e possivel dano vascular se for ativada de forma excessiva (14).
Com a descoberta da ECAZ2 a vinte anos atras o papel dominante da via classica
do SRA precisou ser melhor elucidado (15), um fator interessante é que a

localizacdo da Ang Il predita sua atuacdo/funcdo, como nas adrenais que ela ira
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estimular a secrecdo de aldosterona com consequente reabsorcdo de sodio e

aumento da PA (presséao arterial) (15).

Assim como a ECA a ECA2 é muito semelhante em sua homologia, ela é
uma metalocarboxipeptidase, que também se faz presente em tecidos
pulmonares, cardiacos, renais e do trato gastrointestinal. As principais a¢des da
ECA2 é a clivagem de Ang | em Ang 1-9, essa por seguinte ira se ligar ao AT2R,
e a clivagem de Ang Il em Ang 1-7 que ira se ligar ao receptor Mas (MasR) (16)
(Fig.1, inferior), porém a ECA2 possui outros peptideos como substrato, esses

sSa0 0S mais relevantes no contexto atual.

A ECAZ2 possui uma eficiéncia 400 vezes maior em clivar Ang Il do que
Ang | (17). A ECA pode atuar também fazendo a clivagem de Ang 1-9 em Ang
1-7 rapidamente. O composto mais comum originado da Ang Il € a Ang 1-7
atraves da atuagdo da ECA2, no entanto caso a ECA seja inibida, acarretando a
diminuicao de Ang Il com consequente aumento de Ang |, a ECA2 podera mudar
seu papel de acédo passando a produzir mais Ang 1-9, podemos concluir que a
ECA2 pode neutralizar efeitos da ECA (16).

Diferencas na modulacédo da ECA2 e do SRA por ECAL e pelo receptor
tipo 1 da angiotensina Il (BRA) sdo entdo esperadas. A ECA-1 reduz a atividade
da via Ang II-AT1R reduzindo a sintese de Ang Il com aumento do substrato Ang
| para ECA-2 e uma converséo reduzida de Ang 1-9 para Ang 1-7. A acdo da
ECAL pode levar ao aumento especifico da atividade de Ang 1-9 no receptor
AT2R (18).

Desequilibrios entre o sistema renina-angiotensina classico e seu braco
oposto foram investigados como motivadores de leséo pulmonar relacionada ao
SARS-CoV-2 (19, 20, 21). Em suma, a diminui¢céo da biodisponibilidade da ECA2
e 0 aumento do nivel da atividade da ECA podem aumentar a atividade da Ang

I no SRAA levando a exacerbacéo da inflamacao (22).

1.3 BCG

Diante de um possivel desequilibrio no sistema imune causado pelo

SARS-CoV-2 e o conhecimento prévio de que a vacina BCG (Bacilo Calmette-



21

Guérin) atua na imunomodulacdo esse poderia ser um forte aliado frente a
desafios como a COVID-19. A vacina BCG foi inicialmente formulada para
combater a Tuberculose, porém, seus exatos mecanismos de acdo ainda
permanecem parcialmente desconhecidos, sabe-se que estes s&o
caracterizados por uma resposta imune inata mais proeminente em relacéo a
resposta imune adaptativa (23) e confere um fendtipo duradouro apés a

vacinacao (24).

A vacinagdo com BCG induz inicialmente uma potente resposta
imune de padrdo celular e a presenca intradérmica da micobactéria resulta na
interacdo desta com macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e células
natural killer (NK) residentes que reconhecem a micobactéria, resultando na
producéo de citocinas proé inflamatérias como a interleucina 1 beta (IL-18) e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) envolvidas na ativacdo da resposta imune

celular inata (24).

A ativacdo da resposta imune adaptativa se da pela apresentacao de
antigenos de BCG pelas células apresentadoras de antigenos (células
dendriticas, macrofagos e linfocitos B) havendo a ativagdo de ambos linfocitos
TCD4+ e TCD8+ via producao de IL-6, TNF-a e IL-12. As células TCD4+, uma
vez ativadas, secretam IFN-y, TNF-a e IL-2, o que leva a inducdo da resposta
imune celular padrdo Thl. J4 as células TCD8+ secretam IFN-y, granzimas e
perforinas, exercendo sua atividade citotoxica. A resposta imune humoral, por
sua vez, se desenvolve a partir de 4 a 8 semanas ap0s a vacinacao, quando
ocorre a producdo de anticorpos pelos linfocitos B e posterior indugéo das células

B de memoaria (24).

E conhecido a complexidade dos mecanismos ativados pela
vacinacdo com o BCG, previamente sabe-se do envolvimento de dois tipos de
respostas imunes celulares a primeira através de células T de memoaria a partir
de antigenos especificos (conhecida como imunidade adaptativa classica) e a
segunda que ocorre pelas células imunes inatas (conhecida como “imunidade

treinada”) através da reprogramacao epigenética (25).

A imunidade treinada é um mecanismo de potencializacdo da

resposta imune inata inespecifica a uma infeccdo secundaria, de forma
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independente de linfocitos T e B, sendo mediada por monécitos/macréfagos e
células NK (26), podendo levar a melhores desfechos clinicos durante uma
infeccdo viral secundaria (27). O BCG possui ainda capacidade de protecao
inespecifica contra diversos microrganismos como o agente C. albicans (11) e a
Leishmaniose (27), além de ser utilizado por décadas como tratamento padrao

ouro contra células neoplasicas de cancer de bexiga ndo-musculo invasivo (28).

Este efeito de reacdo cruzada do BCG é devido a denominada
‘Imunidade Treinada”, na qual ocorre um processo de reprogramagao
epigenética, transcricional e funcional das células imunes, levando a um
aumento da capacidade de produc¢do de citocinas e ativacdo de suas funcdes
antimicrobianas. Desta forma, o “priming effect” (pré-exposi¢éo) de BCG também
induz a produc¢do de anticorpos a outros agentes, contra o virus da gripe HIN1
(25) e da febre amarela (29), podendo assim diminuir a morbidade e mortalidade

associada a infec¢@es virais (30).

A COVID-19 é causada por um virus de RNA de sentido positivo
anico, semelhante ao de outros agentes pelos quais a BCG ja foi
comprovadamente capaz de reduzir a gravidade frente as infecgdes (31). Além
disso, em paises onde a politica de vacinacdo para BCG é inexistente (como a
Itdlia e EUA), houve estudos populacionais demonstrando maior mortalidade
associada a COVID-19 do que em locais com politicas de vacinacdo com BCG
de longa data como a Coreia do Sul e o Japéo (32). Somado a estes estudos
existem outros em andamento como a investigacao da vacinagdo com BCG em
profissionais de saude como uma possivel forma de protecdo para COVID-19,
estudos que tém associado o histérico de vacina¢do de BCG com a diminuicao
da soroprevaléncia do IgG anti-SARS-CoV-2 e dos sintomas clinicos
relacionados a COVID-19 (33, 34) além da prevencédo de infeccdo grave do
SARS-CoV-2 em idosos com o uso da BCG (35).

A vacina BCG comumente cursa com eventos adversos esperados e
outros atipicos. Dentro dos eventos adversos esperados, o local da aplicacao
normalmente evolui com macula e hiperemia, passando por pustula, Ulcera e
chegando a cicatriz final e permanente com aproximadamente 12 semanas. Tais
reagOes ocorrem em 95% dos vacinados, sendo entdo um importante indicio de

vacinacdo na populacdo (28). Ja os eventos adversos atipicos locais sé&o
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constituidos de presenca de ulcera maior que 1 cm de diametro, abcessos
subcutaneos, linfadenopatia, cicatriz queloide, reacdo lupdide e reacdes
disseminadas, como lesdes na pele e lesdes osteoarticulares, mas os efeitos
severos sistémicos sdo muito raros e ocorrem apenas em individuos

extremamente imunossuprimidos (33).

A presenca de cicatriz vacinal causada pela BCG pode representar
superioridade da resposta imune do individuo frente aqueles que ndo a
desenvolveram, sendo relacionado com redugdo acentuada da mortalidade
infantil (28). Assim, ja foi visto que bebés menores de 6 meses com cicatriz
vacinal de BCG apresentam um perfil de citocinas menos inflamatérias e tém
menores taxas de bacteremia do que 0s que ndo apresentam cicatriz (34). O
desenvolvimento ou ndo de cicatriz est4 associado a técnica de vacinacao e a
cepa BCG utilizada, sendo as cepas do Japao e da Dinamarca associadas a uma
resposta imune mais expressiva. Entretanto, ainda ndo se sabe se a precocidade
do aparecimento das lesfes e seu tamanho tem associacdo com desfechos
clinicos (28).

Uma vez que a vacina BCG tem seguranca reconhecida e baixo custo
(30), garantindo desta forma ampla acessibilidade, ela pode ser considerada
COMO uma promissora opg¢ao para minimizar o impacto da pandemia da COVID-
19 e de futuras pandemias, principalmente em paises com menos recurso e
disponibilidade para compra de vacinas especificas para tais doencas. Além
disso, devido aos estudos que tém demonstrado que o BCG influéncia na taxa
de mortalidade e em determinados sintomas relacionados a COVID-19, é de
grande importancia que se desenvolvam trabalhos que elucidem o papel do BCG

em doencgas como a COVID-19.
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2 OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS GERAIS

E indiscutivel que vivemos uma pandemia com grandes repercussoes
na saude publica e na situacdo econdémica do mundo todo. Frente a isso, foi
iniciada uma corrida em busca de tratamentos e prevencdes para a nova
patologia com grandes descobertas em tempo recorde. Entretanto, os
tratamentos disponiveis (especialmente as vacinas ja desenvolvidas) nem
sempre estdo ao alcance de paises mais carentes (devido a necessidade de
investimento econdmico para a obtencéo das vacinas) e sua eficacia e efeitos

colaterais ainda estao sob investigacdo devido a extrema atualidade do virus.

Desta forma, uma op¢do amplamente utilizada de baixo custo e
segura como a vacina BCG, seria uma alternativa promissora, uma vez que
possui atividade imunomoduladora inespecifica (potencializando a defesa imune
contra diversos tipos de microrganismos, incluindo virus) e por aumentar a

eficiéncia de vacinas antivirais (como a da vacina contra H1IN1 e febre amarela).

Ademais, diversos estudos populacionais tém demonstrado sua
capacidade de reduzir a taxa de mortalidade frente a agentes virais com
caracteristicas semelhantes as do SARS-CoV-2 , além dos indicios de que
paises no mundo que possuem politica universal de vacinacdo com BCG
apresentaram menor mortalidade frente aos paises que nao adotavam tal

politica.

Com base nesta perspectiva e na auséncia de conhecimento sobre
como esta vacina poderia influenciar no desfecho clinico de pacientes positivos
para COVID-19 (os quais podem desenvolver quadros prolongados e sequelas
referentes a infeccédo), este estudo buscou correlacionar a resposta imune
humoral e celular resultante da vacinacdo com BCG com a evolugcdo dos

sintomas destes individuos a curto e médio prazo.

Como objetivo, avaliar a influéncia da vacina BCG no quadro clinico
de pacientes convalescentes da COVID-19 e utilizar o padréo da resposta imune
humoral e celular como ferramenta indicativa da evolucdo clinica destes

individuos.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Acompanhar a evolugdo dos sintomas dos pacientes nos periodos
de admisséao (antes da administracdo da vacina BCG - tempo 0) e nos tempos 7
(T7), 14 (T14), 21 (T21) e 45 dias (T45) apos a vacinacao;

b) Analisar e quantificar a resposta imune celular e humoral através
da quantificacdo de IgG, IgM, anticorpos neutralizantes, e gene especifico ECA2
através da cultura celular e PCR nos tempos 0 e 45 dias.

C) Avaliar a evolucdo do quadro clinico dos pacientes associado ao

padrao de resposta imune nos pacientes vacinados com BCG.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PACIENTES E CRITERIOS DE INCLUSAO

Os pacientes investigados neste estudo foram os que receberam a
administragdo de BCG no projeto BATTLE Trial, projeto este multicéntrico,
prospectivo, randomizado, duplo-cego, placebo controlado e com desfechos
clinicos. Registrado no https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04369794,

aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CEP), CAAE:
31049320.7.1001.5404 - (ver anexo 1). Foram incluidos pacientes de outubro de
2020 a fevereiro de 2022.

Desta forma, os pacientes participantes deste estudo foram individuos
com mais de 18 anos de idade, com até 14 dias da confirmacao laboratorial
especifica (através de exame positivo em teste RT-PCR) para COVID-19.

Foram excluidos individuos imunossuprimidos de qualquer natureza;
gestantes; pacientes com sintomas em periodo superior a 14 dias do diagnéstico;
gue nao aceitaram participar da pesquisa ou ndo assinaram o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), pacientes declarados apenas como
suspeitos ou provaveis, e nao diagnosticados com exame pré determinado (RT-
PCR).

3.2 VACINAS DE BCG E ADMINISTRACAO

Foram utilizadas para a vacinacdo dos pacientes, duas cepas de
BCG, a cepa BCG Brasileira (Fundacao Ataulpho de Paiva, FAP) e a cepa BCG
Indiana (Laboratorio Serum Institute of India Pvt. Ltd), totalizando 378 pacientes

participantes.

Os pacientes diagnosticados com COVID-19 receberam a vacina de
cepa liofilizada, viva e atenuada de BCG brasileira ou indiana por via
intradérmica (ao nivel da insercdo do musculo deltdide) em volume de 0.1 mL,

contendo 2 e 8 x 105 U.F.C em dose Unica.


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04369794
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3.3 CARACTERIZACAO CLINICA

O acompanhamento da evolucéo clinica dos pacientes foi realizada
através do questionario especifico (ver anexo 2) de caracterizacao e duracao de
sinais e sintomas respiratérios, cardiovasculares, gastrointestinais,
geniturinarios, neurolégicos e gerais, obtidos de forma remota (T7, T14, T21) e
presencial (T45) com utilizacdo do software RedCap (Research Electronic Data
Capture- REDCap v5.18.1 -Vanderbilt University, EUA) para monitorar o0s
pacientes (figura 2).

O questionario foi aplicado no momento da admisséo (periodo anterior
a administracédo da vacina de BCG (TO) e posteriormente nos periodos de 7, 14,
21 e 45 dias, pos-vacinacao (figura 3). Pacientes que vieram a Obito durante o
processo ou nao responderam a mais de dois questionarios seguidos foram

descontinuados do projeto.

COVID_BCG

fREDCap

d in as 1202441

2 Add / Edit Records

You may view an existing record/response by selecting it from the drop-down lists below. To create a new record/response, type a
new value in the text box below and hit Tab or Enter. To quickly find a record without using the drop-downs, the text box will auto-
populate with existing record names as you begin to type in it, allowing you to select it.

Log out

¥ My Projects
{at Project Home
(] Project Setup

Project status: Production Total records- 293

Data Collection

Choose an existing Primeiro Nome / CPF (ID) [ -- select record --

: Scheduling

\:’ Record Status Dashboard
2} Add/ Edit Records

Applications

: Calendar

\EG Data Exports, Reports, and Stats
Field Comment Log
File Repository

= APl and =i API Playground

R REDCap Mobile App

¥ Help & Information

Help & FAQ
Video Tutorials
Suggest a New Feature

If you are experiencing problems, please
contact your REDCap administrator.

Figura 2:

Enter a new or existing Primeiro Nome / CPF
(ID)

Data Search

Cheose a field to search
(excludes multiple choice fislds)

Search query

Begin typing to search the project data, then click an ftem in
the list to navigate to that record

Interface da plataforma Red Cap TM REDCap v5.18.1

(Vanderbilt University, EUA)

-- select search field --
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)

\ IZACAO
ou Placebo

’

Figura 3: Fluxograma do monitoramento dos pacientes participantes do
projeto. Admisséo até 14 dias do inicio dos sintomas (com diagndstico positivo
para COVID-19 confirmado por teste RT-PCR) o paciente foi admitido no
estudo e administrado com a vacina BCG (T0) e submetido a um questionario.
A evolugéo clinica foi acompanhada nos tempos de 7, 14, 21 e 45 dias (T7,

T14, T21 e T45) apos a vacinagdo por questionarios de acompanhamento.

3.4 EXTRACAO DE PLASMA E CONSERVACAO DE CELULAS

A separacdo de PBMCs (células mononucleares de sangue periférico) foi

realizada por gradiente de densidade de Ficoll-Hypaque®, que consistia em:
1° Verter o contetido dos 6 tubos (sangue + EDTA) de 2 ml em apenas 2 tubos;
2° Centrifugar a 1200 rpm por 10 min a 4°C;

3° Coletar o plasma cuidadosamente e aliquotar em criotubos para

congelamento;

4° Com a Pipeta Pasteur/Pipeta de 1000 pl, coletar a interface plasma-sangue
(2 mL/tubo- aproximadamente);
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5° A solucgéo coletada de 4 mL, aproximadamente, transferir para um tubo falcon
de 15 mL contendo a mesma quantidade de solucéo salina de Hanks estéril ou
meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) estéril ou PBS (tampao salina-
fosfato) 1x (diluicdo 1:1);

6° Homogeneizar;

7° Colocar esse contetdo diluido, cuidadosamente, em um tubo falcon de 15 mL

previamente contendo 3 mL (ou 2,5mL) de Ficoll-Hypaque®;
8° Centrifugar a 1500 rpm por 30min (tubo) a 22°C (sem freio e acelera¢éo);

9° Coletar a "nuvem" de PBMCs (anel de linfdcitos) e colocar em um novo falcon
de 15 mL com aproximadamente 5 mL de PBS 1x ou solucéo salina de Hanks

estéril;
10° Centrifugar a 1200 rpm por 10min a 22°C (freio e aceleracéo = 9);

11° Descartar o sobrenadante por inversao e ressuspender em um volume

conhecido de solucédo salina de Hanks estéril, 1 mL.
12° Contar na camara de Neubauer;
13° Centrifugar e descartar o sobrenadante;

14° Ressuspender em aproximadamente 600 mL de meio de congelamento
(90% SFB + 10% Dimetilsulfoxido);

Obs: Até 20 milhdes de células utilizar até 1,5mL de solucdo SFB e
Dimetilsulfoxido (DMSO);

15° Colocar em criotubos para congelamento (anotar o nimero de células na

parte de fora do tubo);

16° Congelamos a 24h no -20°C e depois passamos ao -80°C para
armazenamento (armazenamos em conjunto com os plasmas do mesmo dia

para facilitar a localizacao posteriormente);
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3.5 DETECCAO DE PROTEINA IgG ANTI-SARS-COV-2 N

Para detecgdo de proteina 1gG anti-SARS-CoV-2 N e anticorpos
neutralizantes, o sangue venoso dos pacientes foi coletado em quatro tubos
K2EDTA revestidos com spray BD Vacutainer (12 mL) antes da intervencéo (T0)
e durante as visitas de acompanhamento (T1, T2, T3 e T4). ApGs a centrifugacao

dos tubos o plasma foi separado.

Para a deteccado da proteina IgG anti-SARS-CoV-2 N foi realizada a
técnica de ELISA de um total de 38 amostras de plasma (grupo placebo n=15,
grupo BCG n=23).

A microplaca (96 pocos) que continha proteina SARS-CoV-2 N (1
pg/ml) e foi lavada com PBS 0,1% + Tween 20 passou por incubacgéo noturna a
4°C, apos esse procedimento foi realizado o bloqueio inespecifico utilizando PBS
+ 2%BSA durante 1 hora a 37°C. Realizado entdo uma nova lavagem, e a
diluicdo das amostras de plasma a 1:100 e acrescentadas a placa na quantidade

de 100ul/poco.

Apés incubacdo por 2h a 37°C, o anticorpo secundario anti-lgG
humano conjugado com HRP (horseradish peroxidase) (1:30.000) foi adicionado
por 1h a 37°C. O substrato TMB (tetrametilbenzidina-Thermo Scientific) foi
utilizado para deteccéo de IgG antiviral, e adicionado as amostras, a reacao foi
interrompida com uso de solu¢éo de acido cloridrico (HCI) apds 3 minutos.

O leitor de microplacas foi utilizado a 450 nm para deteccdo da reacao
de absorbancia. Foram utilizadas amostras de controle positivo (pacientes
positivos através do PCR) e controle negativo (amostras de individuos saudaveis

obtidas antes da pandemia) para validacdo do ensaio previamente.

3.6 DETECCAO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES

Para verificar se a vacinacdo com BCG induzia a producéo de
anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 a longo prazo, amostras de plasma
do grupo placebo (n=12) e do grupo BCG (n=11) foram utilizadas para a
deteccdo de IgG nos periodos de TO e T4. Foi utilizado o kit SARS-CoV-2
Neutralization Antibody ELISA (Elabscience Biotechnology Inc, Estados Unidos)
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previamente revestido com ECA2 recombinante humano, para a deteccéo de

anticorpos neutralizantes, seguiu-se todas as orienta¢des do fabricante.

3.7 CULTURA CELULAR E PCR
3.7.1 Diferenciagéo celular e tratamento com plasma

Células de linhagem de mondcitos humanos (TIB-202 — THP-1-
ATCC) foram cultivadas conforme as especificacdes do banco de células do
fornecedor. Mondcitos THP-1 foram diferenciados em macréfagos com Phorbol
12-myristato 13-acetato (PMA) (P8139 - Sigma Aldrich) lug/ml durante 24h
seguidas de 4h de descanso em meio sem PMA.

Para investigar os efeitos do plasma de pacientes diagnosticados com
COVID-19 que receberam dose de vacina BCG sobre os macrofagos, células de
linhagem de mondcitos humanos THP-1 (TIB-202 — THP-1- ATCC) foram
cultivadas em meio RPMI 1640 4,5 g/L de glicose (A10491-01 Gibco Thermo
Fisher Scientific, Dublin, Ireland), com 10% de soro fetal bovino a 37°C e CO2
5%.

Quando bem estabelecidos, os monécitos THP-1 foram adicionados
a placas de 24 pocos (400 mil/po¢o) e em seguida diferenciados em macrofagos
com Phorbol 12-myristato 13-acetato (PMA) (P8139 - Sigma Aldrich) 1ug/ml
durante 24h. Em seguida, apds passarem por 4h de descanso em meio de
cultura sem PMA, os macrofagos THP-1 foram incubados por 4h com plasma
dos pacientes diluido na concentracdo de 2,5% em meio de tratamento, que
consiste no meio de cultura indicado pelo banco fornecedor com concentracao
reduzida de soro fetal bovino (0,5%) (36, 37, 38).

3.7.2 Ensaio de viabilidade celular MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide)

Para avaliar a citotoxicidade da incubagdo com plasma de pacientes

com COVID-19 antes e ap0s a vacina de BCG em diferentes concentracdes
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sobre os macrofagos, as células da linhagem THP-1 foram incubadas nas
concentracdes 1%, 2,5% e 5% em meio de tratamento. Em seguida, as células
foram incubadas em tamp&o com Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT,
M5655, Sigma Aldrich) e glicose por 2h. Em seguida, foram adicionados 300 pL
de DMSO (Sigma Aldrich) e o formazan formado a partir da reagdo mitocondrial
das células vivas com o MTT foi quantificado utilizando-se um espectrofotémetro
para leitura da absorbancia medida em 560 A. Quanto maior a concentragéo de
células vivas da amostra, maior quantidade de formazan e, consequentemente,

maior a absorbancia medida na amostra (37).

Esse ensaio foi utilizado como piloto para definicho de melhor
concentracdo e tempo de tratamento com o plasma sobre os macrofagos, foi

preconizada a concentracdo de 2,5% com avaliacao apés 4 horas.

3.7.3 Quantificacdo da expressédo génica por qPCR

Apoés o periodo de tratamento, as células de cada poc¢o das placas
consistiram em uma amostra. As amostras foram ressuspensas em Trizol
(Invitrogen Corporation, CA, EUA) e tiveram o seu RNA total extraido e
quantificado por espectrofotometria. Um total de 1.000 ng de RNA de cada
amostra foi transcrito reversamente em DNA complementar em um termociclador
utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (no. 4368813;
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e de acordo com suas instrugoes de

uso.

Em seguida, a expresséo do gene alvo foi medida por PCR real-time.
Para tal, 20 ng do DNAc de cada amostra somados a 3 pL de master mix
(Tagman Universal n° 4369016), 0,25 pL de agua desmineralizada e 0,25 pL de
primer, em 7 puL de volume final, foram adicionados em duplicata a uma placa de
96 pocos e analisados em um sistema de PCR Real-Time StepOnePlus (Applied
Biosystems). A expressao do gene PPIA (Peptidilprolil Isomerase A) um gene de
codificacdo de proteina que possui doencas associadas a ele como a
Influenza e o virus da Hepatite C, de cada amostra foi usada como seu controle

enddégeno. A expressado génica é expressa em “Fold Change”, que é obtido


http://www.malacards.org/card/influenza
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através de calculos utilizando os valores de Crt, “cycle threshold”, de cada
amostra (39, 40).

3.7.4 ECA2

Apébs o periodo de tratamento, as células de cada poc¢o das placas
consistiram em uma amostra. As amostras foram ressuspensas em Trizol
(Invitrogen Corporation, CA, EUA) e tiveram o seu RNA total extraido e
quantificado por espectrofotometria. Um total de 1.000ng de RNA de cada
amostra foi transcrito reversamente em DNA complementar em um termociclador
utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (no. 4368813;
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo com suas instrucdes de

uso.

Em seguida, a expressao do gene alvo ECA2 (no. 021804.1; Applied
Biosystems) foi medida por RT-PCR. Para tal, 20ng do DNAc de cada amostra
somados a 3 UL de master mix (Tagman Universal n° 4369016), 0,25 uL de agua
desmineralizada e 0,25 uL de primer, em 7uL de volume final, foram adicionados
em duplicata a uma placa de 96 pocos e analisados em um sistema de PCR
Real-Time StepOnePlus (Applied Biosystems). A expressao do gene PPIA (no.
021130.3, Applied Biosystems) de cada amostra foi usada como seu controle
enddégeno. A expressédo génica foi expressa em “Fold Change”, que é obtido
através de calculos utilizando os valores de Ct, “cycle threshold”, de cada
amostra (39, 40).
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3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para comparacédo entre meédias, foi usado o teste t de Student e entre
propor¢cdes o qui-quadrado. O teste exato de Fisher foi utilizado nas
comparacdes entre as variaveis categoricas. Para amostras ndo paramétricas, a
comparacao foi feita pelo teste de Mann-Whitney em variaveis continuas ou o
teste de Kruskall-Wallis, para analise de correlacdo (sintomas versus eventos
adversos) foi utilizado o teste de Spearman. P com valores <0,05, foi

considerado significativo, significancia adotada de 5%.

O perfil das amostras foi descrito da seguinte forma: as variaveis
categoricas foram distribuidas em tabelas de frequéncia, contendo valores de
frequéncia absoluta (n) e seu percentual (%) e para variaveis quantitativas foram
utilizadas medidas descritivas (minimo, mediana, maximo, média e desvio

padrao).

O método de Equacao de Estimacao Generalizada-EEG (Generalized
Estimating Equations-GEE) foi utilizado para analise dos parametros ao longo do
tempo e devido auséncia de distribuicdo normal os dados foram transformados

em ranks (postos) para possibilitar a analise.
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Abstract

Background: The bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine may confer cross-
protection against viral disease in adults. The study evaluates BCG vaccine

cross-protection in convalescent COVID-19 adults.

Method: Design: Multicenter, prospective, randomized, placebo-controlled,
double-blind phase Il study (ClinicalTrials.gov: NCT04369794). Setting:
University Community Health Center and Municipal Outpatient Center in South
America. Patients: 378 COVID-19 convalescent adult patients. Intervention:
Single intradermal BCG vaccine (n=183) and placebo (n=195). Measurements:
The primary outcome was clinical evolution. Other outcomes included adverse

events and humoral immune response up to 6 months.

Results: A significantly higher proportion of BCG patients with anosmia and
ageusia recovered at 6-week follow-up visit compared to placebo (anosmia:
83.1% vs. 68.7% healed, p = 0.043, number needed to treat [NNT] = 6.9; ageusia:
81.2% vs. to 63.4% healed, p = 0.032, NNT = 5.6). BCG also prevented the
appearance of ageusia in the following weeks, 7 in 113 (6.2%) BCG recipients
versus 19 in 126 (15.1%) placebos, p = 0.036, NNT = 11.2. BCG induced no
severe or systemic adverse effect. The most common and expected adverse
effects were local vaccine lesions, erythema (n=152, 86.4%), and papule (n=111,

63.1%). Anti-SARS-CoV-2 humoral response measured by N protein IgG titer
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and seroneutralization by interacting with ACE2 receptor suggest that serum of
BCG injected patients may neutralize the virus at lower specificity, however the

results were not statistically significant.

Conclusion: BCG vaccine is safe and offers cross-protection against COVID-19,
with potential humoral response modulation. Limitation: No severely ill patient

included. Outpatient setting

Primary funding source: Coordination for the Improvement of Higher Education
Personnel, CAPES, Federal Government, Brazil, grant number:

8887.506617/2020-00

Key words: COVID-19; SARS-CoV-2; BCG; Convalescence;

Immunomodulation; IgG; Neutralization; Safety;

What is already known

- BCG provides cross-protection against viral diseases including non-

COVID-19 pneumonia and urothelial cancer.
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What the study adds

- In COVID-19 convalescent adults, BCG rechallenge is safe and offers
cross-protection regarding anosmia and ageusia, with potential humoral

response modulation.

Introduction

The vaccine made with the bacillus Calmette-Guérin (BCG) was
developed over 100 years ago for the prevention of severe forms of tuberculosis
in children (1). Half a century later, the BCG’s effect in modulating immunity was
successfully used to treat non-muscle invasive bladder cancer (2). As part of the
Brazilian vaccination schedule, this vaccine is offered at birth (3), after which a
small local lesion evolves into a vaccine scar in most cases; however, more

severe local and systemic adverse events may occur (4).

Revaccination with BCG regardless of the skin test result is not
recommended due to the lack of evidence on its safety but has recently attracted
interest due to its off-target effects in adults (5). This vaccine was considered an
option at the beginning of the pandemic caused by the severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) until the emergence of the specific

vaccine (6).

In this trial we first hypothesize that BCG revaccination in COVID-19
convalescent adults is safe: the healing of COVID-19 symptoms are not
prolonged and new symptoms do not emerge. Further, we hypothesize that BCG
could serve as an adjuvant aiming to minimize damage from an already installed

process, improve immune response, and enhance the efficacy of SARS-CoV-2
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vaccination. Herein, we describe a phase Il placebo-controlled clinical trial of 378
coronavirus-2019 disease (COVID-19) convalescent adults randomized 1:1 to

BCG and placebo.

Materials and methods

BATTLE clinical trial design

Multicenter, prospective, randomized (1:1, www.randomization.com),
double-blind, parallel-group, placebo-controlled phase Il clinical trial, approved
by National Commission for Research Ethics (CONEP) under number
31049320.7.1001.5404. All participants signed an informed consent authorizing
the use of their data before joining the study. This trial is registered with
ClinicalTrials.gov, number NCT04369794 (COVID-19 BATTLE trial), and is
funded by CAPES. The funders had no role in the design, conduct, analysis, and

interpretation of the data.

Residents of the metropolitan region of Campinas (State of S&do Paulo,
Brazil) were approached by phone and invited to participate in the study between
October 2020 to December 2021. Eligibility criteria were individuals older than 18
years of both genders diagnosed with COVID-19 in the last 14 days by
nasopharyngeal RT-qPCR performed at outpatient settings of Community Health
Center (CeCom) of the State University of Campinas, UNICAMP (Campinas-SP,

Brazil), and Paulinia Municipal Hospital, HMP, (Paulinia-SP, Brazil).

Exclusion criteria included contraindications to BCG administration

(pregnant; immunosuppressed - including use of corticosteroids for a period
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longer than 3 months; transplanted; cancer; use of immunobiological or

chemotherapy), or who did not understand or agree with the informed consent.

The established COVID-19 BATTLE trial protocol determined TO as the
day of randomization and injection application, and T1, T2, T3, and T4 as 7, 14,
21, and more than 40 days after application, respectively. In TO, the patients were
screened and those eligible signed the informed consent and completed the
established clinical questionnaire (based on Brazilian Ministry of Health 2014
guidelines, BRASIL, 2014) stored in the database software REDCap (v5.18.1-

Vanderbilt University, USA) followed by the application of BCG or placebo.

The patient's questionnaire included the history of current disease,
symptoms, and history of comorbidities as follows: hypertension (systolic blood
pressure > 139 mmHg or diastolic blood pressure > 89 mmHg), obesity (BMI >
30 kg/m?), chronic pulmonary diseases (chronic obstructive pulmonary disease,
chronic asthma, interstitial lung diseases, etc.), chronic sinusitis (chronic sinus
inflammation > 6 months), respiratory allergies, hemoglobinopathies,
autoimmune diseases. Other chronic diseases were classified under "other" and
included the following: hypothyroidism, gastritis, depression, arthrosis,

dyslipidemia, glaucoma, etc.

Administration of BCG vaccine or placebo

Either 0.1ml of BCG vaccine, Brazilian strain (Ataulpho de Paiva
Foundation - FAP, Rio de Janeiro, Brazil) or Russian BCG-I strain (Serum

Institute of India PVT LTD, Hadapsar, Pune, India), or 0.1ml of 0.9% saline
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solution was intradermic injected in the deltoid area on the arm without BCG scar

for better monitoring of the emerging skin reactions.

Allocation and concealment: One investigator prepared the injections and
numbered them based on a pre-determined list of randomized numbers. The
syringes for placebo and BCG were identical and the investigator who injected

them as well as the patient were both blinded to the content.

Symptoms monitoring

Patients were monitored and symptoms were characterized at days zero
(randomization), 7, 14, 21, and beyond 40 days. Symptom recovery, as well as

new emergency symptoms, were analyzed.

Evaluation of the vaccine dermic reaction and characterization of

adverse events

The standardized measurement of the dermal vaccine reaction was
performed at T1, T2, T3, and T4, in millimeters (mm) using a ruler or measuring

tape and recorded in a photo at a distance of 15-20 cm from the wound.

Vaccination adverse reactions were taken and classified according to the
World Health Organization and Epidemiological Surveillance Manual of Post-

Vaccination Adverse Events (7).
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Detection of IgG anti-SARS-COV-2 N protein

For IgG anti-SARS-CoV-2 N protein and neutralizing antibodies detection,
the patients’ venous blood was collected in four BD Vacutainer spray-coated
K2EDTA tubes (12 mL) before the intervention (TO) and during follow up visits

(T1, T2, T3, and T4). The tubes were centrifuged and plasma was separated.

Detection of IgG in plasma samples was verified in 38 consecutive patients
(n=15 for the placebo group and n=23 for the BCG group) by the ELISA technique

for detection of IgG anti-SARS-CoV-2 N protein.

After overnight incubation at 4°C of the 96-well microplate containing
SARS-CoV-2 N protein (1 ug/ml) and washing with PBS 0.1% + Tween 20, the
plate was blocked against nonspecific binding with PBS + 2%BSA solution for 1h
at 37°C. After washing again, the plasma samples were diluted at 1:100 and
added to the plate (100 ul/well). After incubation for 2h at 37°C, secondary
antibody anti-human IgG conjugated with HRP (1:30,000) was added for 1h at
37°C. For the detection of antiviral IgG, the substrate TMB (tetramethylbenzidine
-Thermo Scientific) was added, and after 3 minutes the reaction was stopped with
a solution of HCI (1N). The absorbance of the reaction was detected in a
microplate reader at 450 nm. The assay was validated using positive (diagnosed
patients) and negative (samples obtained from uninfected individuals before the

pandemic) control samples.
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Detection of neutralizing antibodies

To verify whether vaccination with BCG induces the production of
neutralizing anti-SARS-CoV-2 antibodies in the long term, plasma samples from
the placebo group (n=12) and the BCG group (n=11) were used for the detection
of IgG in the periods of TO and T4. The detection of neutralizing antibodies was
performed using the SARS-CoV-2 Neutralization Antibody ELISA kit
(Elabscience Biotechnology Inc, United States), pre-coated with recombinant

human ACEZ2, according to the manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis

Study sample size: the primary outcome of our study was the evaluation
of symptoms resolution on SARS-CoV-2 infected patients. To provide 80% power
to detect a symptom difference of 13% between groups using a type-I error of

0.05, 180 patients were required per group.

Wilcoxon rank-sum test (unpaired) was used for continuous variables.
Fisher exact test was used for categorical analysis. A p-value of less than 0.05
was considered significant, and each test’s significance was discussed based on
context. Error bars throughout all figures represent one standard deviation unless
otherwise specified. All statistical analyses were performed using R version 4.1.2
(2021-11-01) on RStudio platform version "Ghost Orchid" Release (fc9e2179,

2022-01-04) and using the following packages: tidyverse, ggstatsplot, and janitor.
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Results

A total of 2808 patients were approached by phone, of which 381 fulfilled
the inclusion criteria and agreed to participate; 3 patients were excluded due to
comorbidities (immunocompromised state), leaving 378 for randomization
(Figure 1). Patients were on average randomized 13 days following the start of
their symptoms. BCG vaccine was injected to 183 patients and 195 patients

received placebo.

Table 1 shows the characteristics and comorbidities of both groups. There
were no significant differences in terms of symptoms at admission (TO). The
majority of patients in both groups had BCG scar from childhood vaccination
(94.5% of BCG and 93.3% of placebo, p=0.67). In terms of comorbidities, there
was a higher proportion of chronic pulmonary diseases in the BCG group
(asthma, chronic obstructive pulmonary disease, etc.) compared to the placebo
recipients (6.6% vs 2.1%, p = 0.039). There were no other significant differences

in comorbidities.

Follow up and major events

Two patients from the BCG group and one from the placebo group were
hospitalized in the first week following randomization and one patient (BCG) died
from COVID-19 complications. Two patients (both placebo) were hospitalized in
week three. No other major event was observed. No tuberculosis or disseminated

BCGitis was reported.
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Adverse reactions

BCG group demonstrated no systemic adverse effect.

Supplementary Table 1 shows details of local skin reactions following

injection.

At the first visit (T1, one week following injection) the vast majority of
patients in the BCG group presented with local erythema (n=152, 86.4%), and
some presented with papule (n=111, 63.1%) or pustule (n=16, 9.1%). Other
reactions such as mild pain at the site of injection (n=12, 6.8%) and local itching
(n=24, 13.6%) were also reported. Late skin reactions (ulcer, crust, and scar)

became more common in late visits.

There were very few skin reactions in the placebo group: two local

erythema, one papule, and one pustule.

Symptom analysis

In the symptom analysis, we endeavored to answer two questions.

First, does BCG cause the development of new symptoms in SARS-CoV-
2 infected patients? Second, does BCG impact recovery time of already
developed symptoms? For both questions we excluded patients who did not fulfill
all their follow-up visits; 8 (4.3%) of the BCG patients and 9 (4.6%) of the placebo

patients were excluded.
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Acquiring new symptoms after injection

To answer the first question, we assessed the development of new
COVID-related symptoms in patients who did not have those symptoms at the
time of injection. We counted new cases of each symptom weekly until the last

follow-up (>4 weeks, average 6 weeks).

Table 2 shows the development of new symptoms in patients who did not
have that symptom on admission. BCG injected patients who did not have
ageusia at the time of injection were significantly less likely to develop ageusia in
the following weeks (7 new cases in 113 BCG recipients compared to 19 in 126
placebos, p = 0.036, number needed to treat [NNT] = 11.2). A similar pattern was
seen in the development of new anosmia cases but the difference was not
statistically significant (10 new cases in 100 BCGs compared to 19 in 108
placebos, p = 0.16). There were no statistically significant differences between

BCG and placebo in the development of other new symptoms.

Recovery from COVID-19 symptoms after injection

To answer the second question, we analyzed patients based on symptoms
at the time of injection and compared the symptom recovery process. This
calculation showed a relapsing nature, especially in the third week. In patients
who complained of fatigue on admission, we saw a relapse in fatigue during the
second week in the BCG group but in the placebo group, we saw relapse in the
last visit (>4weeks). In both groups, there were few cases of diarrhea relapse
during the second week and sore throat relapse during the third week. There was
an increase in the number of headaches, arthralgias, myalgias, nausea, and

nasal congestions in the 3rd week in both groups (Supplementary Table 2).
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We statistically analyzed the percentage of recovered symptoms in each
group in the third week. There was no statistically significant difference in the
percentage of healed cases between the two groups in any of the symptoms
during the third week. For anosmia and ageusia, we also compared the
percentage of healed patients at the final visit because these two symptoms tend
to heal slowly. A significantly higher number of BCG patients with anosmia and
ageusia were healed on the six week follow up visit compared to placebo
(anosmia: 83.1% vs. 68.7% healed, p = 0.043, NNT = 6.9; ageusia: 81.2% vs. to

63.4% healed, p = 0.032, NNT = 5.6).

We also calculated the change in the number of symptoms per week,
Figure 2. The counting of symptoms shows that placebo and BCG overlap almost
perfectly in terms of recovering from symptoms except on 2nd follow-up visits
(T2, 14 days of randomization) where there is a slightly lower symptom count in

the BCG group.

Potentially non-COVID-related symptoms

There were few non-COVID-19 symptoms.

In the first week visit (T1), four patients complained of mild dizziness
(placebo), three intense sweating (placebo), one stomach pain (placebo), two

back pains (one BCG and one placebo), and one complaint of palpitation (BCG).

At the second week visit (T2): two patients complained of abdominal pains

(one BCG one placebo), one general urticaria (placebo), three back pains (one
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placebo and two BCG), one photosensitivity (placebo), three dizziness (two

placeboes and one BCG).

Third-week visit (T3): two patients complained of dizziness (both placebo),

one loss of appetite (placebo), four back pains (two placeboes, two BCG).

Beyond 40 days visit (T4): two patients complained of dizziness (both
placebo), two back pains (both BCG), heartburn (BCG), two pleuritic chest pains

(both placebo), one dysuria (placebo), and one constipation (placebo).

IgG quantification and neutralization assay

We initially performed an ELISA assay to evaluate antiviral IgG antibodies
to SARS CoV-2 N protein, in plasma samples from 24 BCG (vaccinated about 12
days following symptoms onset) and 15 placebo recipients that were collected in
follow-up visits at days 0, 7, 14, 21, and beyond 40 days. Supplementary Table
3 shows the characteristics and comorbidities and Supplementary Table 4 the

symptoms evolution of each group.

There was a borderline difference between the two groups in terms of IgG
titer on day 21 (Wilcoxon rank-sum test, p = 0.078, Figure 3-A,3-B). IgG fold
induction was calculated as IgG titer on follow-up visit divided by IgG titer on
admission. There was a borderline difference in the IgG fold induction between
BCG and placebo groups (all follow-ups compared together: Wilcoxon rank-sum
exact test, p = 0.057). Daily comparison of the two groups, however, showed no

significant difference.
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There was no significant difference between the two groups in antiviral IgG
levels, nor in neutralization, which was also evaluated in these plasma samples,
on admission and beyond 40 days (visit T4) (Figure 3-C,3-D). When
neutralization was normalized by IgG titer (neutralization divided by IgG titer) it
revealed a slight difference between the two groups on T4 (Wilcoxon rank-sum
exact test, p = 0.189 and p = 0.053 after removing an outlier sample, Figure 3-

E,3-F).

Discussion

The emergence of COVID-19 has forced the scientific community into the
development of new treatments and the repurposing of old treatments. Previous
studies have shown that BCG protects infants and children against mortality due
to respiratory viral infections. BCG has also been shown to modulate body
immune response against viruses in multiple studies (8-12). Furthermore, since
the beginning of our trial, there have been a few retrospective studies showing
potential protection against SARS-CoV-2 of old or new BCG vaccination in adults

(13).

A retrospective observational study of a diverse cohort of 6679 health care
workers in Los Angeles, California, demonstrated that a history of BCG
vaccination was associated with reduced COVID-19 related clinical symptoms (p
=0.017), as well as decreased seroprevalence of anti-SARS-CoV-2 IgG with an
odds ratio (OR) of 0.76 (95% CI 0.57-0.99; p = 0.048). BCG vaccination history
was also associated with decreased SARS-CoV-2 seroprevalence across a

diverse cohort of healthcare workers (14).

Using the results of this study in decision-making
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In the case of making decisions for an individual adult regarding BCG
revaccination, our data with an adequate sample size shows that BCG is possibly
safe: BCG is unlikely to cause severe adverse effects in a COVID-19
convalescent adult with mild symptoms. However, our data is not representative
of severely ill COVID-19 patients or children. Our data is also not sufficient to
make large-scale decisions for an entire population; a sample size of 378 is
adequate for individual decision-making, however, rare adverse effects only
emerge in large sample sizes, though BCG has been successfully used for the
last 100 years. Furthermore, mortality in mild to moderate COVID-19 is very low,
roughly 1 in 1,300 (15), therefore our study should not be used for mortality

analysis.

Understanding the statistical analysis of the article

One of the weaknesses of the article is performing too many statistical
tests. The issue of multiple testing is very simple: the more tests are performed
the more likely it is to acquire a wrongly-significant p-value by chance. However,
our observation on anosmia and ageusia was repeated more than once in
different tests, which reduces the probability of it being generated by chance. We
also strongly urge the reader to have the issue of multiple testing in mind while
poring through the result of the data; one easy way to adjust for this issue is to
reduce the significant level of p-value so that the overall alpha error =1-(1- a)*m
(with m being the number of tests in the symptomatology analysis -26 tests- and
a being the new significant level for p-value) reaches an acceptable number for
the reader (usually 0.05). We generally avoid having a clear cut-off for

significance of p-value because statistical tests with small sample sizes are
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“suggestive of a trend” rather than clearly proving a causality or association.

Therefore, the result of each test has to be carefully concluded in its own context.

SARS-CoV-2 mutated from the old Coronavirus family in 2019. One of the
specific changes as the result of mutations was the high affinity and direct attack
of the virus to protein/receptor angiotensin-converting enzyme 2 (ACEZ2) that is
located in human olfactory neurons. According to previous studies, SARS-CoV-
2 enters the body through interacting with ACE2 receptors causing anosmia and
ageusia. In our study, we saw connection between BCG vaccination and ACE2
receptors; we observed faster recovery from anosmia and ageusia and lower
odds of developing ageusia following BCG immunization. These findings may
suggest that BCG reduces the chance of acquiring COVID-19 as corroborated by
previous studies (13,16-19). Our study includes a large number of patients
presenting with anosmia and/or ageusia at the time of intervention (total of 160
and 130 respectively at TO). This robust sample size showed a statistically
significant difference in recovery. Furthermore, these two symptoms tend to be

less subjective than other COVID-19 symptoms.

We also explored the in vitro interaction of a recombinant SARS-CoV-2
protein and the synthetic ACE2 receptor, in the presence of BCG’s stimulated
plasma. In this assay, we could evaluate the neutralization potential of plasma
antibodies to inhibit the interaction between SARS-CoV-2 SPIKE protein and the
ACE2 receptor, which mimics a virus infection. We used this neutralization assay
as an indicator of homologous anti-SARS-CoV-2 humoral response since the

assay was monoclonal.
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BCG did not significantly change in absolute antiviral IgG levels nor the
absolute neutralization activity in our small sample, however, we saw a trend
towards reduction in the neutralization normalized by IgG level (neutralization
divided by IgG titer), which may indicate that the serum of BCG injected patients
had the same capacity to neutralize the virus but a higher concentration of
antibody was needed to achieve the same neutralization percentage. In fact, BCG
has been shown by multiple studies to induce “heterologous” and “trained”
immunity. Meaning it enhances immune response to pathogens other than BCG
(heterologous immunity), moreover, it changes the behavior and trains part of
immune response that previously was considered innate (non-specific cellular
immunity that lack the ability to learn). Therefore, the antiviral response following
BCG injection might not be super-specialized against the target protein because
BCG-induced immune changes are non-specific and generally shift towards the
cellular response. This reduced specificity can cause a desirable outcome
because secondary infections as well as constant mutation of the virus are the
main threats to the host in SARS-CoV-2 infection; a small mutation in the virus
can turn monoclonal antibodies blind to the virus and if the majority of immune
system is occupied with one specific antigen, they might miss a mutated virus
and opportunistic bacteria. The heterologous immune training of BCG is
considered responsible for reduced mortality from different types of respiratory

infections in BCG vaccinated populations (11, 12, 20, 21).

In a 2021 study by Garcia-Beltran et al. (22) neutralization capacity was
decreased in severely ill COVID-19 patients, showing that it might be important
not to lower such ability. However, it is not clear whether lower neutralization

capacity was the cause or an association of poorer outcome. The sample size for
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their assay was relatively small (similar to our sample) and mostly involved
hospitalized or critically ill patients compared to our sample of relatively healthy

individuals.

Long-term effects and future vaccination adjuvant

Our recruited patients are under surveillance regarding the impact of BCG
on eventual post-COVID chronic symptoms and sequels in the long-term follow-
up. If in the future, BCG is to be used as an adjunct to vaccination to enhance the
effect of the vaccine as previously shown [23-25] and protect against mutated
strains, more studies with large sample sizes are needed to first analyze the effect
of BCG on different types of vaccine (mMRNA versus inactivated virus, etc.), and
then proceed with analyzing the improvement of vaccine efficacy and its

protection against mutated variations.

Variability in response to BCG

Several studies have shown variable host response to BCG based on
strain of the vaccine or previous exposure to previous BCG vaccination and
Mycobacterium species. Brazil is a tuberculosis endemic region with 100%
expected to be BCG vaccinated at birth. Our study reported previous BCG
vaccination in infancy subjectively by visualization of the old scar (94% had the
scar). BCG vaccine has proven safe irrespective of PPD skin reactivity or IGRA
test, which expands the safety profile of BCG, once previous exposure to
Mycobacterium have been used as formal impediment parameters for BCG

rechallenge (5, 26).”
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Last but not least, BCG is a live vaccine made of different strains around
the globe and our study showed no significant difference when comparing
Brazilian and Russian BCG-I strains regarding clinical evolution, severe adverse
events, humoral immune response, and correlation with BCG vaccine lesion in

the BATTLE trial (data not shown).

Conclusions

In COVID-19 convalescent adults, BCG rechallenge is safe and offers
cross-protection regarding anosmia and ageusia, with potential humoral
response modulation. This strategy may be further explored to evaluate vaccine

potentiation for other COVID-19 variants.
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Figure 1: Flowchart of study inclusion, exclusion, and analysis.
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Figure 2: Symptomatic analysis of patients. Each symptom is given a number
and the count of symptoms for each patient for each visit is calculated to
understand difference in speed of recovery. For example, if patient had
headache and fatigue on visit T1 the symptom count on T1 would be 2. The
graphs show no significant difference between BCG and placebo on speed of

recovery except of visit T2 when BCG recipients are slightly less symptomatic.
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Figure 3: Serology analysis of patients. A and B show anti-SARS-CoV-2 N
protein IgG titer on each visit. There was no significant difference on this titer
between BCG and placebo. C and D show percent neutralization of
recombinant ACE2 receptor assay of patient sera. E and F are neutralization

divided by IgG titer showing a slightly lower result at T4 in BCG recipients.
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Table 1: the characteristics and comorbidities of BCG and placebo groups.

Demographics and
comorbidities

BCG (n=183) Placebo (n=195) p-Value

Age (mean = SD)
BMI (mean £+ SD)
Female gender, no. (%)

Presence of old BCG scar, no. (%)

Physically active, no. (%)
Tobacco smoking, no. (%)

Regular alcohol drinking, no. (%)

Diabetes, no. (%)
Hypertension, no. (%)

Obesity, no. (%)

Chronic heart disease, no. (%)
Chronic kidney disease, no. (%)
Chronic pulmonary disease, no.
(%)

Chronic sinusitis, no. (%)
Respiratory allergies, no. (%)
Hemoglobinopathies, no. (%)
Autoimmune disease, no. (%)
Others, no. (%)
Symptomatology

Days symptomatic on admission
(mean = SD)

Cough, no. (%)

Fever, no. (%)
Fatigue, no. (%)
Coryza, no. (%)

Nasal Congestion, no. (%)
Myalgia, no. (%)
Arthralgia, no. (%)
Headache, no. (%)
Sore throat, no. (%)
Anosmia, no. (%)
Ageusia, no. (%)
Nausea, no. (%)
Vomiting, no. (%)
Diarrhea, no. (%)
Dyspnea, no. (%)
Asymptomatic, no. (%)

39.8 +14.0
28.3+15.3
105 (57.4)
173 (94.5)
100 (54.6)
15 (8.2)
80 (43.7)
10 (5.5)
32 (17.5)
15 (8.2)

4 (2.2)

0

12 (6.6)

27 (14.8)
24 (13.1)
1
0
55 (30.1)

12.8 +15.3

65 (35.5)
3 (1.6)
56 (30.6)
18 (9.8)
29 (15.8)
27 (14.8)
16 (8.7)
41 (22.4)
21 (11.5)
83 (45.5)
70 (38.3)
15 (8.2)
1 (0.5)
14 (7.7)
24 (13.1)
38 (20.8)

41.6 £12.3
28.2+13.8
123 (63.1)
182 (93.3)
98 (50.3)
15 (7.7)
93 (47.7)
12 (6.2)
34 (17.4)
15 (7.7)

1 (0.5)

0

4(2.1)

26 (13.3)
23 (11.8)
0
0
64 (32.8)

13.2 +12.3

54 (27.7)
1 (0.5)
66 (33.8)
13 (6.7)
29 (14.9)
34 (17.4)
22 (6.2)
41 (21.0)
26 (13.3)
87 (44.6)
69 (35.4)
16 (8.2)
1 (0.5)
10 (5.1)
17 (8.7)
38 (19.5)

0.12
0.91
0.29
0.67
0.41
1
0.47
0.82
1

1
0.202

0.039

0.76
0.75

0.58

0.27

0.12
0.35
0.51
0.35
0.88
0.49
0.43
0.80
0.64
0.92
0.59

0.40
0.19
0.80

Note: Wilcoxon rank-sum test with continuity correction. Abbreviations:

BCG, Bacillus Calmette-Guérin; BMI, body mass index; no., number; SD,

standard deviation.
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Table 2: development of new symptoms in patients who did not have that

symptom on admission.

Admission (n = 1st week new

patients without the cases 2nd week 3rd week >4 weeks  Total new cases P
symptom) new cases new cases new cases
Cough
BCG (n=118) BCG =12 BCG =7 BCG =3 BCG =3 BCG =25 (21.2%) 0.92
Placebo (n=141)  Placebo = 10 Placebo =4 Placebo=2 Placebo=2 Placebo= 18

(12.8%)
Fatigue
BCG (n= 127) BCG =14 BCG =3 BCG=3 BCG=6 BCG = 26 (20.5%) 0.42
Placebo = 129) Placebo =9 Placebo=3 Placebo=2 Placebo=7 Placebo =21

(16.3%)
Fever
BCG (n=173) BCG=0 BCG=0 BCG=0 BCG=0 BCG =0 -
Placebo = 188) Placebo=2 Placebo=0 Placebo=0 Placebo=0 Placebo =2 (1.1%)
Coryza
BCG (n = 165) BCG =3 BCG =2 BCG =4 BCG =1 BCG=10(6.1%) 1
Placebo = 182) Placebo=6 Placecbo=2 Placebo=1 Placebo=2 Placebo =11

(6.0%)
Nasal Congestion
BCG (n = 154) BCG =4 BCG =4 BCG =1 BCG =1 BCG = 10 (6.5%) 0.46
Placebo = 166) Placebo =4 Placebo=2 Placebo=0 Placebo=1 Placebo=7(4.2%)
Myalgia
BCG (n = 156) BCG =8 BCG =2 BCG =3 BCG=3 BCG =16 (10.3%) 1
Placebo = 161) Placebo =9 Placebo=4 Placebo=3 Placebo=1 Placebo=17

(10.6%)
Arthralgia
BCG (n=167) BCG =0 BCG =2 BCG =1 BCG =1 BCG=4(24%) 0.11
Placebo = 173) Placebo =6 Placebo=2 Placebo=0 Placebo=3 Placebo =11

(6.4%)
Headache
BCG (n= 142) BCG =12 BCG =5 BCG =3 BCG =7 BCG =27 0.76
Placebo = 154) Placebo = 14 Placebo=5 Placebo=4 Placebo=4 Placebo =27
Sore throat
BCG (n=162) BCG=35 BCG =1 BCG =0 BCG=0 BCG=6(3.7%) 0.78
Placebo = 169) Placebo =35 Placebo=0 Placebo=2 Placebo=1 Placebo =8 (4.7%)
Anosmia
BCG (n = 100) BCG=4 BCG =3 BCG=1 BCG =2 BCG=10(10.0%) 0.16
Placebo = 108) Placebo = 14 Placebo=2 Placebo=0 Placebo=3 Placebo =19

(17.6%)
Ageusia
BCG (n=113) BCG=4 BCG=0 BCG=2 BCG =1 BCG=7(6.2%) 0.036
Placebo = 126) Placebo = 12 Placebo =4 Placebo=2 Placebo=1 Placebo= 19

(15.1%)
Diarrhea
BCG (n=169) BCG=1 BCG=1 BCG=2 BCG=2 BCG=6(3.6%) 0.76
Placebo = 185) Placebo=5 Placebo=0 Placebo=0 Placebo=0 Placebo =5 (2.7%)
Nausea
BCG (n= 168) BCG=2 BCG =1 BCG=0 BCG =1 BCG=4(24%) 020
Placebo = 179) Placebo =1 Placebo=0 Placebo=0 Placebo=0 Placebo =1 (0.6%)
Vomiting BCG =1 (0.5%)
BCG (n=182) BCG =10 BCG =1 BCG =0 BCG =0 Placebo = 0 =
Placebo = 194) Placebo =0 Placebo=0 Placebo=0 Placebo =0
Dyspnea
BCG (n=159) BCG=3 BCG =2 BCG =1 BCG=3 BCG=9(5.7%) 0.81
Placebo = 178) Placebo =6 Placebo =3 Placebo=0 Placebo=0 Placebo =9 (5.1%)
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Supplementary Table 1: details of local skin reactions following injection,

(SD).

their frequency and their average size in millimeter (mm) plus standard deviation

Variables

Visit 1 (first week)

Visit 2 (second

Visit 3 (third week) Visit 4 (>4 weeks,

week) average 6 weeks)
Local pain (mild), no. BCG =12 (6.8%) BCG =8 (4.6%) BCG=8(4.6%) BCG=0(0%)
(%) Placebo = 0 Placebo = 0 Placebo = 0 Placebo = 0 (0%)

Local pain (moderate
or severe), no. (%)
Local itching

(mild), no. (%)
Local itching
(moderate or severe),
no. (%)

Local erythema, no.
(%)

Average erythema
size (mm+SD)
Papule, no. (%)

Average papule size
(mm+SD)
Pustule, no. (%)

Average pustule size
(mm+SD)

BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)

BCG =24 (13.6%)

Placebo = 0 (0%)
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)

BCG =152
(86.4%)

Placebo = 2 (1.0%)

BCG=10.8+6.2
Placebo=5+0

BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =11 (6.3%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)

BCG = 147 (84.0%)
Placebo = 3 (1.6%)

BCG=104+4.1
Placebo=1.7+ 1.5

BCG =111 (63.1%) BCG = 76 (43.4%)
Placebo =1 (0.5%) Placebo =4 (2.1%)

BCG=10.3+6.0
Placebo =5 + NA

BCG = 16 (9.1%)

Placebo =1 (0.5%)

BCG=12.5+6.2

Placebo = 10 £ NA

Local vesicle, no. (%) BCG = 0 (0%)

Local ulcer, no. (%)

Average ulcer size
(mm+SD)

Crust formation, no.
(%)

Average crust size
(mm=+SD)

Scar formation, no.
(%)

Average scar size
(mm+SD)

Local skin
exfoliation, no. (%)

Placebo = 0 (0%)
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=0+0
Placebo=0+0
BCG =4 (2.3%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=20.5+7.8
Placebo=0+0
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=0+0
Placebo =00
BCG =3 (1.7%)
Placebo = 0 (0%)

BCG=9.0+2.6
Placebo=2.7+2.5
BCG =34 (17.4%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=11.6+49
Placebo=0+0
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =4 (2.3%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=11.7+29
Placebo =0+ 0
BCG =21 (12.0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=9.6+2.2
Placebo =0+ 0
BCG=2(1.1%)
Placebo =1 (0.5%)
BCG=11.0+14
Placebo=0+0
BCG =16 (9.1%)
Placebo = 0 (0%)

BCG = 0 (0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =13 (7.5%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)

BCG =129
(74.1%)

Placebo = 3 (1.6%)
BCG=9.6+49
Placebo=3 + 1
BCG =67 (38.5%)
Placebo = 1 (0.5%)
BCG=8.9+5.1
Placebo = 4 + NA
BCG =13 (7.5%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=9.7+28
Placebo =00
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =7 (4.0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=8.7+23
Placebo =0+ 0
BCG =23 (13.2%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=97+14
Placebo =0 + 0
BCG = 6 (3.4%)
Placebo = 3 (1.6%)
BCG=104+8.6
Placebo=0+0
BCG =20 (11.5%)
Placebo = 0 (0%)

BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =7 (4.0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)

BCG =107 (61.5%)
Placebo = 0

BCG=7.1+3.1
Placebo =0+ 0
BCG =32 (18.4%)
Placebo = 1 (0.5%)
BCG=62+34
Placebo = 3 £ NA
BCG = 8 (4.6%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=6.0+29
Placebo=0+0
BCG =0 (0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG =7 (4.0%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=74+14
Placebo =0+ 0
BCG =38 (21.8%)
Placebo = 0 (0%)
BCG=6.6+23
Placebo =0+ 0
BCG =35 (20.1%)
Placebo =1 (0.5%)
BCG=6.1+2.5
Placebo =0+ 0
BCG =37 (21.3%)
Placebo = 0 (0%)
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Supplementary Table 2: Temporal analysis of recovery from symptoms

reported on admission.

Admission no. of

Ist week no. of 2nd week no. of 3rd week no. of > 4 weeks no. of Average drop in

Cases healed by week 3, p

patients with patients with  patients with  patients with  patients with  patients with no. (%)
symptom sympt sympt symp symptom symptom

per visit, no. (%)
Cough
BCG=63 BCG =125 BCG=17 BCG=12 BCG=8 BCG=13.8(21.9) BCG =51 (81.0) 0.81
Placebo =48 Placebo =24  Placcbo=17  Placebo=10  Placeho =8 Placebo = 10.0 (20.8)  Placebo = 38 (79.2)
Fatigue
BCG =55 BCG=13 BCG =15 BCG=13 BCG=8 BCG=11.8(214) BCG =42 (76.4.5) 0.14
Placebo = 60 Placebo =21  Placebo=12  Placebo=7 Placebo = 11 Placebo = 12.3 (20.5) Placebo = 53 (88.3)
Fever
BCG=3 BCG =10 BCG=0 BCG=0 BCG=10 BCG=0 BCG =3 (100) -
Placebo =1 Placebo = 0 Placebo = 0 Placebo =0 Placebo = 0 Placebo = 0 Placebo = 1 (100)
Coryza
BCG=17 BCG=2 BCG=35 BCG=3 BCG=3 BCG =3.5(20.6) BCG =14 (82.4) 1
Placebo = 10 Placebo = 4 Placebo = 2 Placebo =1 Placebo = 0 Placebo = 2.5 (0.25)  Placebo = 9 (90.0)
MNasal Congestion
BCG =29 BCG=35 BCG =2 BCG=3 BCG=2 BCG=06.8(234) BCG =26 (8§89.7) 0.71
Placebo = 29 Placebo = 10  Placebo =6 Placebo =5 Placebo = 3 Placebo = 6.5 (22.4) Placebo = 24 (82.8)
Myalgia
BCG=26 BCG=7 BCG=4 BCG=8 BCG=3 BCG = 5.8 (22.3) BCG = 18 (69.2) 0.11
Placebo = 32 Placebo =13  Placebo =35 Placebo =4 Placebo = 2 Placebo = 7.5(23.4)  Placebo = 28 (87.5)
Arthralgia
BCG=15 BCG =4 BCG=0 BCG=12 BCG=10 BCG = 3.8 (25.0) BCG = 13 (86.7) 0.16
Placebo = 21 Placebo =6 Placebo = 1 Placebo =10 Placebo = 1 Placebo = 5.0 (23.8) Placebo = 21 (100)
Headache
BCG =41 BCG =18 BCG=11 BCG=14 BCG=11 BCG=17.5(18.3) BCG =27 (65.9) 0.13
Placebo = 41 Placebo = 14 Placebo =12  Placebo =17 Placebo = 4 Placebo = 9.3 (22.6)  Placebo = 34 (82.9)
Sore throat
BCG =21 BCG=4 BCG=3 BCG=4 BCG=4 BCG=35.3(25.0) BCG=17(81.0) 1
Placebo = 24 Placebo =3 Placebo = 2 Placebo =4 Placebo =3 Placebo = 5.8 (24.0)  Placebo =20 (83.3)
Anosmia 0.20
BCG =77 BCG =42 BCG =35 BCG =128 BCG=13 BCG = 16 (20.8) BCG =49 (63.6)
Placebo = 83 Placebo =359 Placebo =46  Placebo=39  Placebo = 26 Placebo = 12.8 (15.4)  Placebo = 44 (53.0)
Ageusia
BCG =64 BCG =38 BCG=29 BCG=126 BCG=12 BCG=13(20.3) BCG =38 (59.4) 0.30
Placebo = 66 Placebo =44  Placebo = 35 Placebo =33 Placebo = 24 Placebo = 10.5(15.9) Placebo = 33 (50)
Diarrhea
BCG=14 BCG=2 BCG=3 BCG=0 BCG=10 BCG = 3.5 (25.0) BCG = 14 (100) 042
Placebo = 10 Placebo = | Placebo =2 Placebo =1 Placebo = 0 Placebo =2.5 (25.0)  Placebo =9 (90.0)
Nausea
BCG =15 BCG=2 BCG=0 BCG=1 BCG=1 BCG = 3.8 (25.0) BCG = 14(93.3) 1
Placebo = 16 Placebo = 4 Placebo = 2 Placebo = 1 Placebo = 0 Placebo = 4.0 (25.0) Placebo = 15 {93.8)
Vomiting
BCG=1 BCG=10 BCG=10 BCG=10 BCG=0 BCG=10 BCG =1 (100) -
Placebo =1 Placebo =0 Placebo = 0 Placebo =0 Placebo =0 Placebo =0 Placebo = [ (100)
Dyspnea
BCG =23 BCG=9 BCG=4 BCG=2 BCG=3 BCG=15(21.7) BCG =21(91.3) |
Placebo = 14 Placebo = 3 Placebo =3 Placebo =1 Placebo = | Placebo =3.3(23.2)  Placebo =13 (92.9)
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Supplementary Table 3: the characteristics and comorbidities of BCG

and placebo groups in the serology analysis

BCG Placebo  p-value
n=24) (=15

Age (mean % SD) 36.8+10.438.7+13.70.65
Days symptomatic (mean £SD) 12.2+4.0 11.8+23 0.73
Female gender, no. (%) 16 (66.7) 11(73.3) 0.66
Physically active, no. (%) 24 (100.0) 15(100.0)

Consumes alcohol, no. (%) 12 (50.0) 6(40.0) 0.54

Obesity, no. (%) 1(4.2) 1(6.7) 0.73
Diabetes, no. (%) 0(0) 0(0) -

Hypertension, no. (%) 2(8.3) 0(0) 0.25
Cardiac disease, no. (%) 0(0) 0(0) 0.42
Pulmonary disease, no. (%) 1(4.2) 0(0) 0.73
Sinusitis, no. (%) 3 (12.5) 1(6.7) 0.56

Respiratory allergies, no. (%) 2(8.3) 3(20.0) 0.29
Hemoglobinopathies, no. (%) 0 (0) 0(0) -

Autoimmune disease, no. (%) 0 (0) 0 (0) -
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Supplementary Table 4: symptomatic analysis of BCG and placebo

groups in the serology analysis

Admission Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4
Cough, no. (%) BCG7(29.2) BCG3(12.5) BCG2(8.3) BCG 2 (8.3) BCG 4 (16.7)
Placebo 3 (20.0) Placebo 2 (13.3) Placebo 1 (6.7) Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0)
P=0.52 P=0.94 P=0.85 P=0.45 P=0.095
Fever, no. (%) BCG 1 (4.2) BCG 0 (0) BCG 0 (0) BCG 0 (0) BCG 0 (0)
Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0)
P=NA P=NA P=NA P=NA P=NA
Fatigue, no. (%) BCG10(41.7) BCG3(12.,5) BCG6(25.0)0 BCG2(8.3) BCG 2 (8.3)
Placebo 6 (40.0) Placebo 2 (13.3) Placebo 2 (13.3) Placebo 1 (6.7) Placebo 1 (6.7)
P=0.92 P=0.94 P=0.38 P=0.85 P=0.85
Coryza, no. (%) BCG3(12.5) BCG2(8.3) BCG 2 (8.3) BCG3(12.5) BCG 1 (4.2)
Placebo 1 (6.7) Placebo 0 (0) Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0)
P=0.56 P=0.25 P=0.25 P=0.154 P=042
Myalgia, no. (%) BCG3(12.5) BCG2(8.3) BCG1(4.2) BCG 1 (4.2) BCG 2 (8.3)
Placebo 1 (6.7) Placebo 1 (6.7) Placebo 1 (6.7) Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0)
P=0.56 P=0.85 P=0.73 P=042 P=0.25
Arthralgia, no. BCG 2(8.3) BCG 0 (0) BCG 0 (0) BCG 0 (0) BCG 1 (4.2)
(%) Placebo 1 (6.7) Placebo 1 (6.7) Placebo 1 (6.7) Placebo 0 (0) Placebo 0 (0)
P=0.84 P=0.2 P=0.2 P=NA P=0.42
Headache, no. (%) BCG 6 (25) BCG5(20.8) BCG3(12.5) BCG4(16.7) BCGS5(20.8)
Placebo 3 (20.0) Placebo 2 (13.3) Placebo 0 (0)  Placebo 2 (13.3) Placebo 1 (6.7)
P=10.72 P=0.55 P=0.154 P=0.78 P=0.23
Diarrhea, no. (%) BCG2(83) BCG1(42) BCG1@42) BCGO(0) BCG 0 (0%)
Placebo 1 (6.7) Placebo 0 (0) Placebo 0 (0) Placebo 0 (0)  Placebo 0 (0%)
P=0.84 P=042 P=0.42 P=NA P=NA
Anosmia, no. (%) BCG 10(41.7) BCG7(29.2) BCG5(20.8) BCG2(8.3) BCG 4 (16.7)

Ageusia, no. (%)

Dyspnea, no. (%)

Placebo 8 (53.3) Placebo 9 (60.0) Placebo 6 (40.0) Placebo 7 (46.7) Placebo 6 (40.0)

P=0.48 P=0.057 P=0.20 P=0.006 P=0.105
BCG9(37.5) BCG7(29.2) BCG4(16.7) BCG2(8.3) BCG 3 (12.5)
Placebo 7 (46.7) Placebo 6 (40.0) Placebo 6 (40.0) Placebo 7 (46.7) Placebo 4 (26.7)
P=0.57 P=0.485 P=0.104 P=0.006 P=0.26
BCG3(12.5) BCG4(16.7) BCG1(4.2) BCG 1 (4.2) BCG 4 (16.7)
Placebo 0 (0)  Placebo 1 (6.7) Placebo 0 (0) Placebo 0 (0) Placebo 1 (6.7)
P=0.154 P=0.74 P=0.42 P=042 P=0.36




4.2 RESULTADOS ADICIONAIS

Baseline ACE2 expression decreased in those with Anosmia
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Figura 4: expressao basal de ECA2 diminuiu naqueles que apresentavam

anosmia.
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Figura 5: Observamos no grupo BCG a alteracdo do nivel da expressao da
ECA2 em pacientes com anosmia.
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5 DISCUSSAO

Em 11 de margco de 2020, decretou-se a pandemia da COVID-19 pela
Organizacdo Mundial de Saude, doenca essa causada pelo virus da sindrome
respiratoria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV2). O surgimento da COVID-
19 direcionou a ciéncia a desenvolver novos tratamentos e encontrar outras
aplicacbes para tratamentos antigos. Varios estudos com BCG ao longo dos
anos vieram nos mostrando sua protecdo em bebés, criancas e até mesmo
idosos contra infec¢des virais respiratorias. Outro papel muito elucidado foi seu

efeito modulatério na resposta imune contra outros tipos virais (30, 33, 41-45).

Desde o inicio do estudo aqui abordado, alguns outros estudos
retrospectivos mostraram a possivel protecédo contra SARS-CoV-2 da vacinagao
com BCG (antiga ou nova) em profissionais da area da saude ou em diferentes
populacdes (33, 46), como este que englobou uma maior variedade

populacional.

Varios estudos mostraram que o BCG induz imunidade “heteréloga” e
“treinada”, aumentando a resposta imune a outros patéogenos, através do
treinamento e alteracdo do comportamento da resposta imune, antes
considerada inata. Baseada no conhecimento prévio de que as respostas
induzidas por BCG séo inespecificas e originadas pela resposta imune celular, a
hip6tese de que a resposta antiviral apdés a vacina BCG ndo seja tao
especializada e direcionada contra a proteina alvo. Talvez essa especificidade
mais baixa seja algo desejavel, atuando em varias frentes inclusive em mutacfes

virais que sao relevantes ameacas ao hospedeiro.

Uma pequena mutacao do virus pode tornar os anticorpos monoclonais
insensiveis ao virus ndo o reconhecendo mais, se a maior parte do sistema
imunoldgico estiver ocupada com um antigeno especifico, eles podem deixar
passar algum outro patdégeno, como algum virus ou bactéria oportunista. As
populacdes vacinadas com BCG sédo beneficiadas com a protecdo contra
diferentes infecc¢des respiratorias através da imunidade heterdloga treinada (45-
48).
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Um histdrico prévio de vacinacdo com BCG foi capaz de reduzir sintomas
clinicos associados a COVID-19 em um estudo observacional, retrospectivo e
diversificado de 6.679 pacientes (profissionais de saude) da cidade de Los
Angeles, nesses mesmos pacientes foi verificado a diminuicdo da
soroprevaléncia de IgG anti-SARS-CoV-2, também possivelmente devido a
vacina BCG (46).

Profissionais de saude de nove hospitais holandeses foram randomizados
para vacinagao com BCG ou placebo em estudo com certa similaridade a este,
encontraram que a concentragdo média de anticorpos anti-SARS-CoV-2 foi
maior no grupo BCG do que no grupo placebo nos 3 primeiros meses, em 6 e 12
meses nao houve diferenca significativa. A predisposicdo, duracdo ou gravidade
da COVID-19 néo foi alterada pela vacinacdo com BCG (49). Nos 3 primeiros
meses apoOs a vacinacdo com BCG ocorreu o aumento da producdo de
anticorpos, essa producdo aumentada nos 3 primeiros meses reforca a hipotese
gue o BCG influencia mais na resposta imune celular do que na resposta imune

humoral, ja que ela ndo se sustenta ao longo do tempo e nao forneceu protecéo.

Verificamos a reducao de sintomas como anosmia e ageusia que acabam
sendo menos subjetivos que outros sintomas previamente relatados por outros
autores. Em relacéo as analises soroldgicas aqui realizadas nédo houve diferenca
significativa entre os grupos (BCG/placebo). O BCG néo alterou
significativamente os niveis absolutos de IgG antiviral ou a atividade de
neutralizacdo absoluta possivelmente relacionado a nossa pequena
amostragem, entretanto, observamos uma tendéncia de reducdo da
neutralizacdo quando normalizada pelo nivel de IgG (neutralizacao dividida pelo
titulo de 1gG), o que pode indicar que o soro de pacientes do grupo BCG tiveram
a mesma capacidade em neutralizar o virus, no entanto, foi necessaria uma
concentragcédo mais elevada de anticorpos para atingir a mesma percentagem de

neutralizacéo.

Criancas e adultos jovens e saudaveis geralmente apresentavam
sintomas leves ou podiam ser assintomaticos, idosos tinham maior risco de
complicagbes graves e morte (50, 51). Como agravante da doencga, aumentando

o risco de 6bito inclusive em pacientes mais jovens, temos dados prévios na
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literatura citando a obesidade (52). Relacionado a obesidade o estudo aqui
apresentado ficou defasado, poucos pacientes sabiam relatar peso e altura de
forma precisa durante a entrevista, alguns julgavam-se obesos e respondiam sim
ao questionamento, porém, nao foi aplicado em nenhum momento pela equipe

um método padronizado para tal andlise.

Outros fatores cruciais no prognostico, além da obesidade e o
envelhecimento, tinhamos as comorbidades cardiovasculares (CV). Dentre os
Obitos pela COVID-19, hipertensos e doentes cardiovasculares ocuparam a
maior casuistica (53). A insuficiéncia cardiaca (IC) provavelmente também foi
altamente prevalente entre os 6bitos, embora os dados publicados sobre essa
associacao ainda sejam escassos (54). Hipertensao e cardiopatia crénica foram
poucas vezes relatadas pelos pacientes aqui acompanhados, apresentando uma
baixa casuistica dentro dessa amostragem (hipertensao BCG 32/17,5%, placebo
34/17,4%, cardiopatia cronica BCG 4/2,2%, placebo 1/0,5%), isso poderia
explicar o baixo niumero de 6bitos ocorridos no presente estudo, somente um
paciente do grupo BCG veio a Obito por possiveis complicacdes
cardiovasculares relacionadas a COVID-19.

As doencas pulmonares crénicas como a doenca pulmonar obstrutiva e
asma foram mais prevalentes no estudo em questdo no grupo BCG e menos
prevalentes no grupo placebo (BCG 6,6%, placebo 2,1%, p=0,039), outras
comorbidades ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo aos

grupos.

A enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) € o receptor para 0 SARS-
CoV-2, assim como para SARS-CoV, sua distribuicdo generalizada explicaria a
capacidade infecciosa do virus, acometendo varios 6rgdos além do sistema

respiratorio (55, 56).

Explorar a interacdo in vitro da proteina recombinante SARS-CoV-2 e o
receptor da ECA2 sintética se fez justificavel devido a interacdo in vivo da
proteina Spike-Fc periférica do virus SARS-CoV-2 que liga-se de forma

especifica aos receptores da ECA2, essa ligagdo em ceélulas epiteliais
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brébnquicas e pneumdacitos alveolares leva a diminui¢cdo da expressdo de ECA2

com consequente insuficiéncia respiratoria aguda grave (57).

A interacdo do SARS-CoV-2 e o receptor da ECAZ2 foi avaliada através do
ensaio de neutralizacao na presenca do plasma de pacientes tratados com BCG,
foi avaliada ainda a presenca da resposta imune humoral contra 0 SARS-CoV-
2, 0 objetivo do ensaio em questdo foi detectar os anticorpos presentes no
plasma e qual o seu poder de neutralizar a interacdo da proteina Spike do SARS-

CoV-2 com o receptor ECAZ2.

A ECAZ2 seria a chave para o equilibrio entre os dois principais eixos do
SRA, 0 eixo SRA classico e o0 anti-SRA. Lesdes pulmonares e a sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA) na COVID-19 e em outras patologias ja
foi conectada a desequilibrios dos SRA, levando a uma diminui¢do da expressao
da ECA2, como resultado dessa regulacdo negativa teriamos o aprimoramento
do SRA classico (figura 6), levando a dano pulmonar e inflamacéo local além de

fibrose, devido a diminuicédo da atenuacédo mediada pelo braco anti-SRA (58, 59).
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Figura 6: Grafico representativo do desequilibrio causado no SRA no tecido
pulmonar através da infec¢do pelo SARS-CoV-2. Adaptado de Sarzani et al.,
2020 (60).

Ainda nesse contexto de regulacdo do SRA, alguns medicamentos como
os inibidores da ECA (ECA-lI) ou os bloqueadores dos receptores de
angiotensina Il (BRA) foram associados em alguns estudos ao aumento dos
niveis de ECA2 em tecidos ou fluidos de pacientes que faziam uso destes para
doencas como hipertensédo ou DCV (doencas cardiovasculares). Alguns autores
levantaram a hip6tese de uma maior suscetibilidade a infeccdo por SARS-CoV-
2 e um maior risco de doenca grave associada a esses medicamentos. J4 em
outros modelos experimentais, os inibidores da ECA e os BRA demonstraram
prevenir e neutralizar a lesdo pulmonar aguda, restaurando o equilibrio entre os
bragos do SRA (figura 7). A evidéncia do desequilibrio do SRA na COVID-19 e
a hipotese de um papel benéfico da modulagéo deste foi o foco de estudos pré-
clinicos e clinicos sobre medicamentos que poderiam equilibrar esse sistema,
auxiliando contra a COVID-19 (14, 59).
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Figura 7: Sintese gréfica da restauracdo do equilibrio do SRA, acao da terapia
com bloqueador do receptor tipo 1 da angiotensina Il (BRA). Adaptado de
Sarzani et al., 2020 (60).

Estudos que visaram comparar os efeitos protetivos dos inibidores da
ECA com os BRA mostraram que ambos diminuiram a mortalidade por

pneumonia, porém sem diferencas estatisticas entre eles (61).

Nessa mesma linha varios estudos observacionais clinicos publicados
recentemente refutaram amplamente a hiptese dessas medicacbes serem
responsaveis por algum dano, além de reforgar sobre o risco de abstinéncia ou
parada abrupta de tais medicacdes ja que ambas sao utilizadas de forma eficaz

em doencas graves e muitas vezes cronicas (62, 63, 64).

De fato, a desregulacdo do SRA desempenha papel fundamental na
origem do dano pulmonar apos a infeccado por SARS-CoV-2, e os inibidores de
SRA podem restaurar o equilibrio entre o brago “SRA classico” e seu brago “anti-
SRA”, no qual a ECA2 tem um papel central. Em camundongos knockout a
infusdo de Ang Il induziu hipertensé@o, hipertrofia miocardica, fibrose e disfuncao

diastolica, enquanto a ECA2 recombinante (rhECA2) atenuou a remodelacéo
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miocardica, sendo essa caracteristica consequéncia da IC (65, 66). Em outro
estudo a infeccdo experimental por SARS-CoV de camundongos do tipo
selvagem in vivo levou a reducéo da expressao de ECA2 nos pulmdes, sugerindo
que a reducao da expressédo de ECA2 pode ter um papel na doenca pulmonar
aguda grave mediada por SARS-CoV (66).

Vérias causas podem atuar modulando a ECA2 e o SRA através da ECA-
| e dos BRA com consequente alteracdo de toda cascata. A ECA-1 leva a
reducdo da via Ang Il no receptor AT1 (via classica), com posterior reducdo da
sintese de Ang Il e elevacdo da Ang | direcionada a ECA2, culminando com
conversédo diminuida de Ang 1-9 para Ang 1-7.Portanto, a ECA-l pode aumentar
especificamente a atividade de Ang 1-9 no receptor AT2. A ECA também pode
clivar a Ang 1-7 em Ang 1-5 inativa, a ECA-I pode inclusive aumentar o tempo
de vida da Ang 1-7 (65).

Diferentemente dos BRA que irdo atuar aumentando o substrato Ang Il
para ECA2, através da competicdo com a Ang Il a nivel do receptor AT1, eles
levam a um aumento secundario da Ang Il através do feedback negativo
diminuido na liberacdo da renina. Quando excessivamente ativada a ligacdo no
receptor AT1 pode levar a dano vascular direto apds vasoconstricado primaria
(14). Além disso, nas adrenais, a Ang Il estimula a secrecao de aldosterona,

promovendo a reabsor¢ao de sodio e aumento da pressao arterial.

Semelhante ao que é observado apés a infeccdo por SARS-CoV, a
diminuicdo de ECAZ2, induzida pelo SRA classico Ang II/AT1R, resultara em uma

regulacdo negativa local através da atividade enzimatica (68, 69).

A ECA2 também interage com outros peptideos de angiotensina
(chamados alatensinas) nos quais o aspartato NH 2 -terminal é substituido por
alanina, levando a Ala-Ang 1-7 (chamada alamandina) se ligar a proteina G
ligada ao receptor Mas (70), mostrando efeitos semelhantes ao da Ang 1-7,
estimulando o MasR. A maior parte da ECA2 esta ligada a membrana, enquanto

sua forma soluvel circula no sangue em niveis muito baixos (71).

O uso de anticorpos neutralizantes da proteina S ou os inibidores

de TMPRSS2 (mesilato de camostato) poderiam ser uma opg¢ao para bloquear a
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entrada do SARS-CoV-2 nas células, ja que ele se utiliza desses receptores para

adentrar e infectar as células saudaveis (72, 73).

Uma distincdo entre a ECA2 que esta ligada a membrana e a soluvel deve
ser feita, porque um aumento na ECA2 soluvel poderia implicar uma diminui¢ao
na ECA2 ligada a membrana, com consequéncias opostas. Em varios modelos
animais, tanto a ECA-1 como o BRA poderiam regular positivamente a ECA2,
especialmente no tecido cardiaco (74, 75, 76), porém, ndo se conhece
completamente a consequéncia disso em outros tecidos. Embora tenha sido
demonstrada uma expressao reduzida de ECA2 ap6s a infecgdo por SARS-CoV
(77), esse mecanismo ainda nao foi totalmente elucidado com o SARS-CoV-2
em humanos, podemos extrapolar que o SARS-CoV-2 também induza a

regulacéo negativa de ECA2.

Em um estudo mais aprofundado das andlises realizadas no BATTLE
(artigo abordado nessa tese), foi reforcada a hipotese de que pacientes que
receberam BCG tiveram uma recuperacdo mais rapida de anosmia e ageusia
possivelmente ligadas ao aumento da quantificacéo basal de ECA2. A expressao
basal de ECA2 foi menor em pacientes que apresentavam esses sintomas. O
BCG teve a capacidade de aumentar a ECA2 somente em pacientes que

apresentavam anosmia e ageusia (78).

A hipétese é que o0 aumento da inducdo da expressao da ECA2 apoés a
injecdo de BCG pode ser o resultado da reducéo da inflamacéo nas cavidades

paranasais, permitindo que as células olfativas de suporte se curem.

Nessa linha, o plasma de pacientes com COVID leve com anosmia
vacinados com placebo na admissdo induziu menor expressdo de ECA2 em
macrofagos, enquanto a vacinacdo com BCG aumentou para o nivel de
expressao normal (78). Embora a alta expressdo de ECA2 e o0 anticorpo anti-
ECA2 IgM foram ambos previamente ligados a COVID-19 grave (79,
80), nenhum ensaio com BCG mostrou ligacdo com piora nos quadros

respiratorios apresentados na COVID-19 (81, 82).

O nivel da expressao da ECA2 em diferentes tecidos pode desempenhar

um papel importante na gravidade da COVID-19. A alta expressédo de ECA2 no
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sistema respiratério e outros tecidos poderia explicar a suscetibilidade a
infeccbes. No entanto, a relacéo entre a expressao da ECA2 e a gravidade da
COVID-19 é complexa e nao totalmente compreendida. O papel da BCG e seus
mecanismos de acao, apesar de seu uso por décadas com sua comprovada

seguranca, nao foi totalmente elucidado, da-se ai a importancia deste estudo.

Obtivemos além de uma melhoria sintomatologica na COVID-19, uma
melhor compreensdo de parte dos mecanismos do BCG que possivelmente
atuou no reequilibrio do SRA através do aumento de ECA2 nos pacientes
vacinados. Efeitos adversos raros ocorrem somente em amostras grandes, e a
mortalidade na COVID-19 leve a moderado € muito baixa aproximadamente 1
em 1.300 (83) portanto, um tamanho de amostra de 378 néo seria adequado
para tomada de decisdo populacional, somente para a tomada de decisao
individual, esse estudo também ndo deve ser utilizado para andlise de

mortalidade.

E importante notar que, embora a ECA2 seja um interveniente
fundamental no processo de infeccao pela COVID-19, tem fung@es fisiologicas
importantes no corpo, para além do seu papel no SRA, e a alteracdo da sua
atividade pode ter efeitos abrangentes. Pesquisas que visem esclarecer o papel
do BCG na COVID-19 e entender melhor seus mecanismos de modulacdo da

resposta imune celular fazem-se ainda necessarias.
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6 CONCLUSAO

O BCG aumentou a expresséo da ECA2 até a normalidade, diminuindo a
anosmia e ageusia nos pacientes com esses sintomas ou evitando seu
aparecimento ao longo do tempo de acompanhamento, devido possivel
reequilibrio do SRA.
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ANEXO 2. Formularios de admissao e acompanhamento dos pacientes

1.

Formuléario de Admisséo:

Primeiro Nome/ CPF
Data de Admisséo
Prontuario
Possui cicatriz da vacina BCG prévia: sim ou ndo
Sexo: feminino ou masculino
Data de Nascimento
Telefone Celular
Endereco
Email
Contato de Emergéncia
o Nome do Contato de Emergéncia
o Grau de parentesco
o Telefone Celular
o Telefone Fixo
Responsavel Clinico
o Hospital do Primeiro Atendimento
o Numero da Vacina Brasileira
o Numero da Vacina Indiana
o Meédico Responséavel
Mora sozinho: sim ou néo
Quantas pessoas moram com vocé:1, 2, 3 ou mais
Alguém que mora com vocé é profissional da saude: sim ou ndo

Vocé é profissional da saude: sim ou nao

90

Qual a sua profissao: Médico, enfermeiro, técnico enfermagem, dentista,

biomédico, veterinario, outro
Pratica atividade fisica: sim ou nao

o Atividade leve:l, 2, 3 vezes ou mais na semana

o Atividade intensa: 1, 2, 3 ou mais vezes na semana
Tabagismo: sim ou néo

Etilismo: sim ou nao
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Comorbidades: diabetes, hipertensédo arterial sistémica, cardiopatia,
obesidade, DRC, pneumopatia cronica, sinusite, alergias respiratorias,
hemoglobinopatias, doenca autoimune, imunossupressao, outros
Contato com caso suspeito ou confirmado: sim ou hao
Qual dos testes deu positivo: RT-PCR, teste rapido ou sorologia por
guimioluminescéncia
Apresenta sintomas: sim ou néao
Hoje completa quantos dias de inicio dos sintomas?
Hoje completa quantos dias do teste diagnéstico?
Sintomatologia hoje: tosse, febre, calafrios, fadiga, coriza, congestao
nasal, mialgia, artralgia, cefaleia, dor de garganta, anosmia, ageusia,
nausea, diarreia, dor no peito, dificuldade para respirar, sonoléncia,
confusdo mental, labios ou rostos azulados, palidez.

o Se febre: aferida ou ndo, por quantos dias e qual a medida

o Intensidade de todos sintomas divididos em: fraco, moderado e

intenso

Sintomatologia nos dias anteriores: tosse, febre, calafrios, fadiga, coriza,
congestdo nasal, mialgia, artralgia, cefaleia, dor de garganta, anosmia,
ageusia, nausea, diarreia, dor no peito, dificuldade para respirar,
sonoléncia, confusdo mental, labios ou rostos azulados, palidez.

o Se febre: aferida ou ndo, por quantos dias e qual a medida

o Duracéo (dias) e intensidade de todos sintomas se presentes

Formuléario de Acompanhamento:

Primeiro nome/CPF

Data do acompanhamento

Passou por consulta médica desde a ultima vinda: sim ou ndo

Como esté se sentindo: melhora, estavel ou piora

Esteve internado: sim ou nao

Sintomatologia hoje: tosse, febre, calafrios, fadiga, coriza, congestao
nasal, mialgia, artralgia, cefaleia, dor de garganta, anosmia, ageusia,
nausea, diarreia, dor no peito, dificuldade para respirar, sonoléncia,
confusdo mental, labios ou rostos azulados, palidez, vomitos, dor na

aplicacao da injecao, hiperemia no local da injecao, papula, pustula, dor
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no local da inje¢do, crosta, Ulcera, descamacao, cicatriz, prurido no local
da injecao, vesicula, aumento de linfonodos.

o Se febre: aferida ou ndo, por quantos dias e qual a medida

o Duracéo (dias) e intensidade de todos sintomas se presentes
Algum outro sintoma no dia de hoje: caixa aberta
Algum outro evento adverso em decorréncia da vacinagao BCG: caixa
aberta

Medida da lesao vacinal em mm.
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