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RESUMO 

 

Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae) é uma vespa social abundante no sul e 

sudeste brasileiro, bem como em outros países como Argentina e Paraguai. Esta 

espécie faz parte das muitas espécies de insetos da ordem Hymenoptera de 

importância médica. Há um elevado risco de acidentes com ferroadas, sendo que, 

dependo da quantidade de veneno e do grau de sensibilização do indivíduo, estes 

acidentes podem acarretar reações alérgicas sistêmicas com chance de evoluírem 

para o choque anafilático. Estudos com os alérgenos componentes deste veneno têm 

ganhado crescente interesse devido a resultados promissores de seu uso em 

diagnóstico laboratorial, bem como em protocolos clínicos de imunoterapia alérgeno 

específica. Dentre os componentes presentes no veneno de P. paulista, a proteína 

antígeno 5 (Poly p 5) tem sido considerada um dos principais alérgenos presentes 

nessa espécie. Todavia, são necessários estudos para esclarecer o papel biológico e 

funcional deste antígeno no contexto das reações de hipersensibilidade ao veneno. 

Assim, neste trabalho avaliamos o potencial efeito imunomodulador do alérgeno 

Antígeno 5 de P. paulista, expresso na forma recombinante (rPoly p 5) em levedura 

Komagataella phaffi, sobre macrófagos diferenciados de células precursoras, 

presentes na medula óssea de camundongos (BM-M), ativados e não ativados com 

estímulos pró-inflamatórios. Para isto foram analisadas, nestas células, alterações de 

viabilidade celular, capacidade fagocítica, produção de óxido nítrico (NO) e de 

citocinas pró-inflamatórias, além da expressão das moléculas coestimuladoras CD80 

e CD86. Os resultados obtidos, indicam que rPoly p 5 não afeta significativamente a 

produção de NO em BM-M ativados ou não com estímulos pró-inflamatórios. Todavia, 

provocou redução na frequência de células expressando as moléculas 

coestimuladoras CD86 e CD80 em BM-M ativados e não ativados com estímulos pró-

inflamatórios, respectivamente. Adicionalmente, rPoly p 5 induziu ao aumento de IL-



23 e IL-27 em BM-M não ativados e de GM-CSF em BM-M ativados, além de redução 

de MCP-1 em BM-M ativados. Estes achados podem indicar um papel importante 

deste alérgeno na polarização de fenótipos funcionais de macrófagos em diferentes 

estímulos, ativados e não ativados. Neste sentido, a partir das análises das respostas 

de BM-M quanto ao potencial pró ou anti-inflamatório do rPoly p 5, conclui-se que os 

resultados aqui obtidos poderão auxiliar na compreensão do potencial 

imunomodulador dessa proteína na imunidade inata. 

Palavras-chave: Hymenoptera, Polybia paulista, antígeno 5, macrófagos, 

imunomodulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae) is a social wasp abundant in south and 

southeastern Brazilian regions, as well as in other countries such as Argentina and 

Paraguay. This species belongs to a large group of insects from the Hymenoptera 

order of medical importance. There is high risk of accidents with stings, and, depending 

on the amount of venom and the degree of individual’s sensitization, these accidents 

can lead to systemic allergic reactions, with chance of evolving to anaphylactic shock. 

Studies with this venom’s allergens have gained increasing interest due to the 

promising results of its use in laboratorial diagnosis, as well as in clinical protocols of 

allergen-specific immunotherapy. Among the components of P. paulista venom, the 

protein antigen 5 (Poly p 5) has been considered one of the main allergens present in 

this species. However, studies are needed to enlighten the biological and functional 

role of this antigen in the context of hypersensitivity reactions to the venom. Thus, in 

this work we evaluated the potential pro or anti-inflammatory effect of the allergen 

antigen 5 of P. paulista, expressed in recombinant form (rPoly p 5) in yeast 

Komagataella phaffi, on macrophages differentiated from precursor cells present in 

mouse bone marrow (BM-M), activated and not activated with pro-inflammatory stimuli. 

For this purpose, changes in cell viability, phagocytic capacity, production of nitric 

oxide (NO) and pro-inflammatory cytokines were analyzed in these cells, in addition to 

the expression of the co-stimulatory molecules CD80 and CD86. The results obtained 

indicate that rPoly p 5 does not significantly affect NO production in BM-M activated or 

not with pro-inflammatory stimuli. However, it caused a reduction in the frequency of 

cells expressing the co-stimulatory molecules CD86 and CD80 in activated and non-

activated BM-M with pro-inflammatory stimuli, respectively. In addition, rPoly p 5 

induced an increase in the expression of IL-23 and IL-27 in non-activated BM-M, and 



of GM-CSF in activated BM-M, and reduced the expression of MCP-1 in activated BM-

M. These findings may indicate an important role of this allergen in the polarization of 

functional macrophages phenotypes under different stimuli, activated and non-

activated. In this sense, from the analysis of BM-M responses regarding rPoly p 5 pro 

or anti-inflammatory potential, it can be concluded that the results obtained here may 

help understand this protein’s immunomodulatory potential in important components 

of innate immunity. 

Key words: Hymenoptera, Polybia paulista, antigen 5, macrophages, 

immunomodulatory. 
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1. Introdução  

 

Os insetos da ordem Hymenoptera (subordem Apocrita, grupo Aculeata) são 

os principais causadores de manifestação alérgica grave nos humanos. Esta ordem é 

o maior grupo de insetos, comportando mais de 146.000 de espécies descritas, sendo 

que só na Europa, pelo menos 50% das espécies presentes em coleções ainda não 

foram descritas. Acredita-se que essa porcentagem é muito maior no resto no mundo 

(AGUIAR, et al., 2013).  

Pertencem a esta ordem as abelhas (Apidae), as vespas (Vespidae) e as 

formigas (Formicidae) (PETERS et al., 2017, SCHIENER et al., 2017). Esses três 

grupos de insetos (Figura 1) injetam veneno como mecanismo de defesa ou em suas 

presas por meio de órgãos originários de ovipositores que foram evolutivamente 

modificados em seus abdomens, e passaram a ser chamados de ferrões (ARIF, 

WILLIAMS, 2020, EVANS, ELSTON, 2020, ABREU, 2017). A ferroada desses insetos 

é a maior causa de respostas alérgicas sistêmicas na população devido à coabitação 

constante no ambiente urbano, sendo responsável por mais de 10 milhões de 

ferroadas em humanos e por 1,5% a 34,1% dos casos de choque anafilático que 

ocorrem mundialmente ao ano (BILÒ, 2011, DEMAIN, 2021, NEEDLEMAN et al., 

2018). Esta grande variação em porcentagem se deve tanto à inconsistência de dados 

coletados, bem como à proximidade, ou não, dos insetos (e seus ninhos) com as 

populações humanas. 

Os himenópteros causadores de reações alérgicas imediatas variam conforme 

a região do mundo (KOROŠEC et al., 2019), e dados estatísticos dos acidentes com 

himenópteros são incertos, pois muitas pessoas atingidas apresentam reações locais 

leves e não relatam a ocorrência (LEE et al., 2016). O contato com estes insetos são 

comuns, mas tais eventos podem levar a reações sistêmicas grandes com risco de 

morte (GOLDEN, 2017). Muitos fatores atuam na variabilidade ampla de dados, como 

a falta de um consenso universal para a definição de anafilaxia e perfis da população 

(BILÒ, 2011). Esses dados, juntamente ao fato de que 20% de todos os casos fatais 

de anafilaxia se constituem como resultado de acidentes com ferroada de insetos 

(BILÒ, 2011), monstram a sua importância médica no mundo, e principalmente nas 

regiões tropicais como a América Latina (PEREZ-RIVEROL et al., 2017). 
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Figura 1 -  Filogenia do grupo Aculeata (insetos com ferrão). Imagem ilustra a extrema diversidade 

dos insetos deste grupo de elevada importância médica no mundo todo abrangendo as famílias 

Vespidae, Formicidae e Apidae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: BRANSTETTER et al., 2017  

 

 

Dentre as três famílias mencionadas, as vespas são o grupo mais agressivo e, 

por não possuírem o ferrão farpado, não o perdem durante a ferroada, tendo a 

capacidade de ferroar mais de uma vez (ARIF, WILLIAMS, 2020, TRZCINSKA et al., 

2013). As vespas sociais, particularmente, coabitam com humanos e apresentam uma 

notável diversidade de espécies já identificadas no Brasil, demonstrando a 

importância médica mencionada anteriormente (PEREZ-RIVEROL et al., 2017). A 
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espécie de vespa Polybia paulista (Figura 2) é uma das 320 espécies de vespas 

sociais do Brasil, estando presente principalmente no sudeste brasileiro e também no 

Paraguai e no norte da Argentina. Nessas regiões, esta vespa é de grande importância 

médica, devido à sua extrema agressividade e por ter desenvolvido hábitos urbanos 

em decorrência da destruição de seu habitat natural (AGUIAR, 2006). 

 

Figura 2 – A vespa social Polybia paulista. A Ilustração de um inseto da espécie Polybia paulista. B 

Representação de um ninho de insetos desta espécie. C Distribuição da vespa social P. paulista na 

América do Sul. 
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Fonte: PEREZ-RIVEROL et al., 2017  

 

 

 O veneno dos insetos Aculeata (com ferrão) é um composto altamente 

heterogêneo, apresentando proteínas secretadas, algumas das quais, com conhecida 

atividade enzimática, peptídeos, histamina, acetilcolina, catecolamina, e várias outras 

Fonte: Prof. Dr. Mario Palma/ UNESP 
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substâncias (HOFFMAN, 2006). Em uma ferroada, a quantidade de proteínas injetada 

com o veneno varia de acordo com cada espécie, sendo que nas vespas essa 

quantidade pode ser de 4,2 a 17µg, dependendo do gênero, papel social dentro do 

ninho e tamanho da glândula de veneno. Os componentes de baixa massa molecular, 

como no caso dos peptídeos e aminas vasoativas, são responsáveis por reações 

inflamatórias locais, enquanto os de alta massa molecular, principalmente as 

proteínas, atuam como alérgenos e são responsáveis por reações sistêmicas. Um ou 

mais componentes mencionados acima podem causar reações de hipersensibilidade 

a um indivíduo (ARIF, WILLIAMS, 2020; TRZCINSKA et al., 2013). 

Em geral, os sintomas clássicos que esses alérgenos causam são reações 

inflamatórias locais e sistêmicas, como dor, edema e vermelhidão, podendo em casos 

mais críticos, evoluir para choque anafilático. As vespas, incluindo a P. paulista, 

também apresentam seu veneno como misturas complexas de aminas biogênicas, 

peptídeos e proteínas de elevada massa molecular sintetizados como moléculas 

precursoras. Dentre essas últimas, as mais abundantes são os alérgenos 

hialuronidase (Hyal), fosfolipase A 1 (PLA1) e antígeno 5 (Ag5) (JUSTO JACOMINI et 

al., 2014),  que possuem a capacidade de induzir o sistema imune a produzir 

anticorpos com alta especificidade, e desencadear reações alérgicas em pessoas 

sensibilizadas (AALBERSE, 2000).  

Dentre os três principais alérgenos supracitados, presentes no veneno de P. 

paulista, a Hyal (Poly p 2) e a PLA1 (Poly p 1) já foram caracterizadas e tiveram suas 

funções determinadas (PEREZ-RIVEROL et al., 2017, JUSTO JACOMINI et al., 2014). 

O Ag5 (Poly p 5), por sua vez, apesar de ainda não possuir função biológica conhecida 

(KING, SPANGFORT, 2000), tem sido considerado o composto mais alergênico do 

veneno de vespas (NAKAJIMA et al., 1985). Este alérgeno (Figura 3) apresenta 

massa molecular de 23 kDa, e pertence a um clado de proteínas secretoras ricas em 

resíduos de cisteínas (CRISP), a superfamília CAP (BILÒ, 2011). Em diversos estudos 

fica evidenciada a importância das proteínas dessa família, as quais, estão envolvidas 

em diferentes funções biológicas, tais como as funções reprodutiva e imunológica e a 

participação no controle e desenvolvimento de diversas doenças. 

De acordo com Dos Santos-Pinto et al. (2014), por meio de análises 

proteômicas deste alérgeno, em sua forma natural (nPoly p 5), foram identificadas 6 

isoformas, sendo a de maior peso molecular considerada a isoforma intacta e 

completa e as outras 5 (de menor peso molecular) podem ter surgido pela proteólise 
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controlada da proteína ou por regulação gênica (splicing). Apesar de não ser 

conhecida a exata função desse mecanismo, o autor indica que a produção de 

diferentes isoformas de uma mesma proteína aumenta a diversidade do proteoma do 

veneno de P. paulista. 

Além disso, o Ag5 possui homologia elevada com diversos compostos 

biológicos, por exemplo, com proteínas encontradas em diversos tecidos, como em 

testículos de mamíferos, em folhas de plantas de tomate e tabaco, e em tumor no 

cérebro humano (GIBBS et al., 2008). No veneno de vespas o antígeno 5 é o 

componente mais alergênico, e fontes recentes indicam que esta proteína pode 

representar uma nova forma de imunoterapia para pacientes sensibilizados a veneno 

de Hymenoptera (BLANK et al., 2020). 

 

Figura 3 – Modelo 3-D do alérgeno nPoly p 5. Modelo tridimensional da molécula nativa antígeno 5, 

um dos alérgenos mais abundantes no veneno de Polybia paulista. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: DOS SANTOS-PINTO et al., 2014 

 

 

 Sendo os alérgenos naturais extremamente difíceis de serem obtidos, devido 

às suas ínfimas quantidades no veneno in natura, a expressão recombinante dessas 

proteínas pode servir como uma fonte alternativa para a obtenção dos mesmos, 
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apresentando uma série de vantagens com relação ao tempo de obtenção, quantidade 

e principalmente por não depender da coleta direta de espécimes. 

No caso de Poly p 5, quando expresso em levedura P. pastoris, há 

produtividade alta da proteína de interesse, em contraste com a produção baixa de 

proteínas intrínsecas desta levedura. O crescimento rápido e em densidade celular 

alta, existência de linhagens recombinantes mais estáveis, secreção mais eficiente e 

realização de processamento pós-traducional, representam grandes vantagens para 

a obtenção do alérgeno de forma muito semelhante ao nativo, quando comparados 

com a expressão em sistemas procariotos (DEMAIN, VAISHNAV, 2009). 

Além disso, o fato de que, assim como o alérgeno natural, o Ag5 recombinante 

do veneno de P. paulista - rPoly p 5 - não apresenta carboidratos determinantes de 

reatividade cruzada (CCDs) quando expresso de forma heteróloga (BLANK et al., 

2013, PEREZ-RIVEROL et al., 2018), implica em mais uma vantagem, uma vez que, 

devido a inexistência de CCDs, o risco de resposta falso-positiva em análises 

moleculares é muito remoto. Diversos estudos provaram que o alérgeno antígeno 5 

recombinante mantém sua alergenicidade com eficácia (BAZON et al., 2019, 

MONSALVE et al., 2012; SELB, 2015; VOS et al., 2013), e puderam ser utilizados com 

sucesso para diagnóstico por componente resolvido (CRD) melhorado em pacientes 

sensibilizados a venenos de Hymenoptera (MONSALVE et al., 2012; SELB, 2015; 

VOS et al., 2013). 

Em geral, os venenos de vespas levam à reação de hipersensibilidade tipo I, 

cuja resposta é dependente de IgE. A hipersensibilidade do tipo I é uma resposta 

imediata, caracterizada por uma reação antígeno-anticorpo, tendo como 

consequência alterações teciduais e vasculares (DE GRAAF et al., 2009, DEMAIN, 

VAISHNAV, 2009). Tal reação é caracterizada pela indução da produção de citocinas 

IL-4 e IL-5, produzidas por linfócitos Th2, as quais estimulam os linfócitos B a 

produzirem anticorpos específicos para os antígenos da classe IgE (JUSTO 

JACOMINI et al., 2013, SPILLNER et al., 2014). Entretanto, nas fases mais tardias 

das reações de hipersensibilidade destacam-se o papel de outras células imunes que 

potencializam a resposta e consequentemente o quadro inflamatório, que é o caso 

das células de imunidade inata, como os macrófagos (LOU et al., 2019). 

Os macrófagos, por sua vez, desempenham papel fundamental na resposta 

imune com funções críticas para respostas fisiológicas e patológicas do hospedeiro, 
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como: fagocitose de microrganismos, materiais derivados do hospedeiro, detritos 

celulares e células apoptóticas para digestão; reconhecimento de sinais de perigo por 

meio de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs); apresentação de 

antígenos para células imunes adaptativas; e a produção de mediadores inflamatórios 

que são críticos para a resposta imune do hospedeiro e para o reparo de danos 

teciduais locais (NARDO et al., 2016).  

Macrófagos são considerados um dos primeiros leucócitos em um sítio de 

infecção ou inflamação, sendo uma característica marcante destas células a sua 

plasticidade funcional, podendo migrar de um fenótipo para outro, processo pelo qual 

montam uma resposta específica a depender dos estímulos recebidos. Sendo assim, 

os macrófagos se adaptam dependendo do microambiente local (BASHIR et al., 

2016), podendo se diferenciar em tipos distintos (Figura 4): macrófagos 

classicamente ativados, denominados M1, com atividades antimicrobianas e 

citotóxicas, e macrófagos ativados alternativamente, chamados de M2 (LIU et al., 

2013, MURRAY et al., 2014). Macrófagos M2 podem ainda ser classificados como 

M2a, M2b e M2c, dependendo do estímulo indutor de polarização (LOU et al., 2019). 

 

Figura 4 – Esquema de ativação e polarização de macrófagos do tipo M1 e M2. 
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A resposta dos macrófagos é determinada tanto pelo tipo de ativação como 

pelas condições microambientais específicas nas quais as células foram diferenciadas 

antes de sua ativação. Macrófagos do tipo M1, que são classicamente ativados, são 

regulados positivamente pela molécula coestimuladora CD80, cuja expressão pode 

ser induzida pela ação de citocinas inflamatórias, como a TNF-α e INF-γ (AMBARUS 

et al., 2012, PARISI, 2014). Além disso, já foi mostrado por Kigerl et al. (2009), que o 

nível de CD86 também aumenta nas células M1 após ferimento. Assim sendo, ambas 

as moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 podem ser consideradas marcadores 

clássicos de polarização de M1 (BENOIT et al., 2008, KIGERL et al., 2009, PARISI, 

2014).  

Macrófagos do tipo M2 possuem potente capacidade fagocítica e promovem 

reparo tecidual (CHINETTI-GBAGUIDI et al., 2015), sendo que citocinas e quimiocinas 

produzidas por estas células podem favorecer a diferenciação de populações Th2 e o 

recrutamento de eosinófilos em infiltrados inflamatórios (LOU et al., 2019). Macrófagos 

M2a são polarizados pelas citocinas IL-4 e IL-13, enquanto M2b são induzidos por 

complexos imunes combinados com IL-1β ou LPS e marcados por alta expressão de 

IL-10 e baixa expressão de IL-12. Por sua vez, macrófagos M2c são polarizados por 

IL-10 e TGF-β e marcados por arginase I e  CD206 (MMR) (CHINETTI-GBAGUIDI et 

al., 2015, MANTOVANI et al., 2002). 

A isoforma induzível da sintase do óxido nítrico (iNOS) é capaz de produzir 

oxido nítrico (NO) a partir do metabolismo da L-arginina (BARRETO et al., 2005, 

DAVIS et al., 2013) em macrófagos M1 (CECILIO, 2011, MACMICKING et al., 1997, 

MONCADA, HIGGS, 2006). O gene que codifica a enzima iNOS é controlado pelo 

fator de transcrição NF-κB, o qual desempenha um papel fundamental em respostas 

celulares inflamatórias e imunológicas (PAHL, 1999). O complexo de transcrição do 

NF-κB está presente no citoplasma, ligado a proteínas inibitórias denominadas IκB, 

que o mantêm na forma inativa. A ativação inapropriada do NF-κB está associada a 

doenças inflamatórias e neoplasias, sendo esse um potencial alvo terapêutico 

(ZINGARELLI et al., 2003). Macrófagos M1 produzem NO em elevada concentração 

auxiliando a resposta inflamatória por ser um potente vasodilatador. Macrófagos M2, 

por outro lado, são caracterizados por produzir baixa quantidade de NO, em contraste 

com elevada atividade da enzima arginase I, a qual induz, em geral, cicatrização e 

proliferação da célula por meio de formação da ornitina (BASHIR et al., 2016). 
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Passar por uma reação anafilática pode ser um processo muito traumático, e, 

em muitos casos, a qualidade de vida após esse evento é prejudicada (BILÓ et al., 

2005). Trzcinska et al. (2013) afirmam que a anafilaxia é uma reação que requer 

pronto diagnóstico e tratamento de emergência, porém um dos principais obstáculos 

para se obter um tratamento eficaz para as respostas de hipersensibilidade está na 

ocorrência de reações inespecíficas ou não definidas, ou seja, quando o paciente 

apresenta uma reação alérgica cruzada entre diferentes alérgenos de venenos de 

vespas, de vespa e abelha, ou ainda de vespa e formiga. 

Hoje, o único tratamento eficaz existente para alergia ao veneno de 

Hymenoptera é a imunoterapia com alérgenos específicos do veneno (VIT), 

apresentando tanto segurança para o paciente como eficácia na prevenção de 

reações alérgicas sistêmicas (BLANK et al., 2020). No entanto, a sua eficácia depende 

da identificação correta do inseto responsável pela inoculação do veneno, para dar 

seguimento com o veneno do inseto correto para o tratamento (BLANK et al., 2020, 

GOLDEN, 2017). O histórico da ferroada pode fornecer informações importantes nesta 

identificação, como as estações do ano, localização geográfica do paciente e local 

onde ocorreu a ferroada. Por exemplo, acidentes com abelhas tendem a ocorrer mais 

na primavera e no verão e com vespas ocorrem mais no final do verão e no outono. A 

vespa Yellow Jacket geralmente é encontrada próximo ao lixo ou à comida. As abelhas 

Bumble (Bombus sp.) são caracteristicamente grandes, lentas e emitem zumbido alto 

(LEE et al., 2016). Esse tipo de informação pode ser fundamental na hora de realizar 

o diagnóstico e tratamento do paciente. 

A VIT requer seleção de pacientes de maneira muito cuidadosa, sendo 

geralmente recomendada para os que apresentam reações graves de anafilaxia e que 

apresentaram resultados positivos para testes de IgE específico, e para pacientes com 

fatores de risco individuais que podem prejudicar a sua qualidade de vida, como 

doenças, uso de medicação concomitante e ansiedade (BILÒ, 2011, GOLDEN, 2017). 

Esta terapia se baseia na administração, geralmente por injeções subcutâneas, de 

doses crescentes do veneno do inseto responsável pela reação de hipersensibilidade 

no paciente. A administração da imunoterapia na sua fase de indução é realizada 

semanalmente, e na sua fase de manutenção é realizada a cada 30 dias, gerando 

tolerância imunológica (LUDMAN et al., 2015). A recomendação do período de 

tratamento varia de acordo com o paciente, geralmente levando de 3 a 5 anos, ou até 

períodos mais curtos se os testes de níveis de IgE se tornarem normais novamente. 
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Para alguns pacientes, no entanto, a VIT é recomentada para o resto da vida (BILÒ, 

2011, GOLDEN et al., 2017).  

A imunoterapia se dá por meio de mecanismos imunológicos complexos. 

Basicamente, primeiro ocorre a desensibilização de mastócitos e basófilos. Em 

seguida ocorrem alterações nos linfócitos T, como a formação de linfócitos T 

reguladores ao alérgeno. Finalmente, ocorrem alterações nos linfócitos B, respostas 

de eosinófilos ao alérgeno e aumento inicial de níveis de IgE seguido de redução ao 

longo de vários meses (EWAN, 2001). Golden (2017) indica a eficácia de 85% a 95% 

na prevenção de reações de hipersensibilidade sistêmicas em pacientes após a VIT 

com veneno de vespas. 

A avaliação do perfil de resposta imune desencadeada por alérgenos 

específicos, como no caso do rPoly p 5, pode ser extremamente relevante na 

compreensão do potencial imunomodulador desta proteína.  

Desta forma, o presente estudo visou avaliar se a proteína Poly p 5 atua como 

um modulador da resposta in vitro de macrófagos diferenciados de precursores da 

medula óssea, alterando o perfil de produção de óxido nítrico e de citocinas nestas 

células, além de influenciar na expressão de moléculas coestimuladoras e na sua 

capacidade fagocítica. Para isto, a proteína rPoly p 5 tem sido utilizada como modelo 

de estudo, a qual corresponde ao alérgeno Poly p 5 do veneno de P. paulista, 

expresso na forma recombinante em levedura Komagataella phaffii, e que até o 

momento apresentou propriedades imunológicas similares ao alérgeno nativo (nPoly 

p 5) (BAZON et al., 2017). 

Neste sentido, o conhecimento aprofundado da resposta dos macrófagos 

diferenciados de células precursoras da medula óssea de camundongos, frente ao 

estímulo com rPoly p 5, pode auxiliar na melhor compreensão dos mecanismos 

imunológicos desencadeados por este alérgeno nas respostas de hipersensibilidade 

à ferroada da vespa P. paulista. 

 

 

 

 

 



25 
 

2. Hipótese  

 

O alérgeno recombinante rPoly p 5, expresso em Komagataella phaffii e 

correspondente ao alérgeno nativo nPoly p 5 do veneno de P. paulista (Hymenoptera, 

Vespidae) modula a resposta in vitro de macrófagos diferenciados de células 

precursoras da medula óssea de camundongos. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

3. Objetivos 

 

O presente estudo avaliou os efeitos do alérgeno recombinante rPoly p 5, 

expresso em Komagataella phaffii e correspondente ao alérgeno nativo nPoly p 5 do 

veneno de P. paulista (Hymenoptera, Vespidae) sobre a viabilidade, atividade 

fagocítica, expressão de moléculas coestimuladoras e produção de citocinas 

relacionadas com a resposta inflamatória, em macrófagos diferenciados de células 

precursoras da medula óssea de camundongos da linhagem BALB/c. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 Avaliar, em culturas de macrófagos diferenciados de células precursoras da 

medula óssea, estimulados in vitro com a proteína rPoly p 5, os seguintes aspectos: 

• Alterações de viabilidade em culturas de macrófagos (J774 e RAW 

264.7) 

• Níveis de produção de óxido nítrico (NO) nos sobrenadantes de cultura 

• Alterações na atividade fagocítica de BM-M 

• Níveis de expressão das citocinas IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-

17A, IL-23, IL-27, CCL2(MCP-1), IFN-β, IFN-γ, TNF-α, e GM-CSF nos 

sobrenadantes de culturas 

• Perfil de produção de moléculas coestimuladoras CD80, CD86 e MHC-

II por BM-M, por meio de citometria de fluxo 
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4. Material e Métodos 
 

4.1 Expressão de poly p 5 – pPICZαA em Komagataella phaffii 

O alérgeno rPoly p 5 foi expresso, com uma cauda de histidina (6x His) em seu 

N-terminal, em levedura Komagataella phaffii  por meio de metodologia 

preestabelecida e indicada a seguir, no Laboratório de Biologia Molecular de 

Artrópodes-LBMA do Instituto de Biociências da Universidade Estadual Paulista - Júlio 

de Mesquita Filho, Campus de Rio Claro, SP, Brasil.   

Para a expressão heteróloga da proteína, as células de K. phaffii X-

33/pPICZαA-poly p 5 foram crescidas em meio YPD-agar Yeast Extract peptone 

Dextrose – (extrato de levedura a 1%, peptona a 2%, dextrose (glicose) a 2%, agar a 

2% e Zeocina a 100μg/mL) a 28 ºC, durante a noite. Cada colônia isolada da placa foi 

inoculada em um frasco de Erlenmeyer de 250 mL contendo 25mL do meio BMGY 

(extrato de levedura a 1%, peptona a 2%, tampão fosfato de potássio pH 6,0 a 100 

mM, YNB a 1.34%, biotina a 4x10⁻⁵ %, glicerol a 1%). Estes são denominados de pré-

inóculos do processo de expressão e foram incubados à temperatura de 28ºC com 

agitação de 250 rpm, durante a noite. Na manhã seguinte, as suspensões de células 

foram submetidas a leitura em espectrofotômetro e calculado o volume de pré-inóculo 

necessário para ser utilizado no inócuo de 100mL com DO₆₀₀ₙₘ final de 1,0. As células 

deste volume foram centrifugadas a 3.000xg por 5 minutos à temperatura ambiente. 

O sobrenadante foi desprezado e as células lavadas com 25 mL de H2O estéril. Esse 

processo de lavagem foi repetido por mais 2 vezes. Após a última lavagem, as células 

foram ressuspensas em 100 mL do meio BMMY (mesmo meio descrito acima, apenas 

substituindo-se o glicerol por 1,0 % de metanol) e transferidas para Erlenmeyer 

aletado de 1000 mL.  

Para a indução da expressão de rPoly p 5, uma amostra inicial, correspondente 

ao tempo de “zero horas” (T0) foi retirada, e ao restante da suspensão foi adicionado 

o indutor - metanol - a uma concentração final de 1%, a cada 24 horas, durante 3 dias 

(T72), incubando a cultura a 28ºC, com agitação de 250 rpm. Para o controle negativo, 

foram seguidos os mesmos procedimentos de indução, porém utilizando-se uma 

cultura proveniente de um clone de K. phaffii transformado com o vetor pPICZαA 

vazio. No tempo de 72h após a indução, as culturas foram transferidas para tubos 

Falcon de 50mL, submetidas ao processo de centrifugação a 3000xg, 10 minutos, 
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temperatura ambiente, tendo seus sobrenadantes recolhidos para análise da 

expressão em SDS-PAGE 12% e purificação da proteína expressa. 

 

4.2 Purificação e dosagem proteica de rPoly p 5  

Primeiramente, o rPoly p 5 passou por filtrações sequenciais em membranas 

(47 mm de diâmetro) de filtração polietersulfona (PES) de poro de 0,45 μm, seguida 

pela membrana PES de poro 0,22 μm, para a retirada dos resíduos celulares. 

Posteriormente, utilizando filtros Amicon (Ultra-15 Centrifugal Filter Units) de 10 kDa, 

a amostra foi concentrada e ressuspensas em 10 mL de tampão fosfato de sódio 

20mM (Na/PO₄, pH 7,4), contendo 0,5 M NaCl e 20mM de imidazol. Em seguida, foi 

realizada purificação em coluna HisTrap™HP de 5 mL por cromatografia de afinidade 

em resina de Ni2+ (Ni-NTA-Agarose) seguindo o protocolo do fabricante (Protocol 14, 

The QIAexpressionist, Qiagen, Germany), em que foram utilizados os seguintes 

tampões, todos a pH 7,4: (i) Tampão de lavagem I (50 mM Na/PO₄, 300 mM de NaCl 

e 20 mM de Imidazol); (ii) Tampão de lavagem II (50 mM Na/PO₄, 300 mM de NaCl e 

50 mM de Imidazol); (iii) Tampão de eluição da coluna (50 mM Na/PO₄, 300 mM NaCl, 

75 mM de Imidazol). O único parâmetro de diferenciação destes tampões consiste na 

concentração final de imidazol, desde a calibração da resina até a eluição da proteína. 

Após a purificação da proteína expressa com His-tag, as frações eluidas desta coluna 

foram analisadas por SDS-PAGE 12%.  

Neste procedimento de purificação (Figura 5), a molécula de Ni+2 acoplada à 

resina da coluna interage especificamente com as moléculas de Histidina presentes 

na cauda da proteína recombinante expressa. Por outro lado, a mistura de proteínas 

e outras moléculas presentes na amostra somente interagem de forma inespecífica 

com a resina, podendo ser facilmente retiradas da coluna por sucessivas lavagens 

com tampões contendo diferentes concentrações de Imidazol, o qual, devido a sua 

semelhança de estrutura com a Histidina, se liga da mesma forma ao átomo de Ni+2 

e, portanto, compete com as moléculas de Histidina pela ligação com a resina. Desta 

forma, o tampão com a maior concentração de Imidazol capaz de deslocar o alérgeno 

recombinante rPoly p 5 que havia ficado preso à resina da coluna é o de 75mM, 

conforme observado por Bazon et al. (2017). 
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Figura 5 - Esquema ilustrativo da purificação de proteínas com o Sistema de Purificação de 

Proteínas Ni+2-NTA-agarose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: GE Healthcare LifeSciences 

 

 

Após a purificação por cromatografia de afinidade, foi realizada a troca do 

tampão das amostras de rPoly p 5 por tampão salina-fosfato (PBS 1X) utilizando filtros 

Amicon Pro Affinity (Ultra-0.5 Concentration Kit) de 3 kDa. A amostra purificada em 

tampão PBS 1X foi quantificada pela reação de Bradford (BRADFORD, 1976) e leitura 

de DO450nm conforme protocolo do fabricante (Sigma), utilizando albumina bovina 

como padrão. 

 

4.3 Animais  

Os camundongos da linhagem BALB/c, fêmeas, foram obtidos do Centro 

Multidisciplinar de Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de 
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Campinas (UNICAMP) com 4 a 6 semanas de idade. Os camundongos foram 

mantidos em condições livres de patógenos comuns (SPF), com controle de luz, 

temperatura e umidade em racks ventiladas (Alesco, Monte Mor –SP) localizadas no 

Biotério Experimental do Laboratório de Imunologia Translacional (LIT). Os 

procedimentos envolvendo animais e seus cuidados foram conduzidos de acordo com 

as diretrizes e recomendações estabelecidas pelo Comitê Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA), e os protocolos experimentais foram avaliados e 

aprovados pelo do Comitê de Ética e Experimentação Animal Institucional (CEUA-

UNICAMP) com certificado de aprovação de n°5289-1/2019. 

 

4.4 Diferenciação de macrófagos a partir de células precursoras da medula óssea  

Os macrófagos foram diferenciados a partir da estimulação das células 

precursoras da medula óssea em meio de cultivo celular condicionado, contendo 

fatores de crescimento estimuladores de colônia (CSF) produzidos por células de 

linhagem de fibroblastos murinos L929, de acordo com o protocolo de Boltz-Nitulescu 

et al. (1987), com algumas modificações. 

 

4.5 Obtenção de sobrenadante de células L929  

Fibroblastos de camundongos da linhagem L929 (ATCC), criopreservados no 

Laboratório de Imunologia Translacional, foram descongelados em meio DMEM 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), contendo 10% de soro fetal Bovino 

(SFB) (Vitrocell, Campinas-SP, BR) acrescido dos antibióticos, 5 μg/mL de 10U/mL de 

penicilina, 10μg/mL de estreptomicina (Thermo Fisher Scientific), e do antifúngico 

Anfotericina B (Thermo Fisher Scientific). As células foram semeadas em frasco de 

cultura tipo T75 (Corning, NY, USA) e cultivadas a 37ºC, em estufa com atmosfera de 

5% de CO2. Os sobrenadantes das culturas foram coletados cerca de 48 horas após 

o início das culturas, na fase de crescimento logarítmico, centrifugados a 400xg, por 

5 min, filtrados em unidades filtrantes com membranas de poro 20μm (Millex, Merck-

Millipore, MA, USA) e estocados a -20ºC até o momento do uso, para diferenciação 

de células da medula óssea. 
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4.6 Coleta e cultura de células da medula óssea  

As células precursoras foram coletadas dos fêmures e tíbias dos camundongos 

injetando-se cerca de 1mL de tampão salina-fosfato (PBS) acrescido de 10U/mL de 

penicilina, 10μg/mL de estreptomicina (Thermo Fisher Scientific), no interior das peças 

cortadas nas duas extremidades. Após centrifugação a 400xg por 5 minutos, a 

suspensão de células da medula foi ajustada para a concentração de 2 x 10⁶ 

células/mL em meio de cultura DMEM (Gibco) completo, contendo 10% de soro fetal 

bovino (SFB) (Vitrocell) acrescido dos antibióticos e antifúngico acima descritos. Para 

os ensaios de diferenciação das células, foram semeadas 2x10⁶ células/poço em 

placas de cultura de seis poços (Corning) em 3mL de meio DMEM completo, contendo 

30% do sobrenadante de células L929 (meio condicionado) e incubadas por sete dias 

a 37ºC em estufa com atmosfera de 5% de CO2. A cada três dias, foram realizadas as 

trocas do meio condicionado por meio novo. Após o período de diferenciação os 

macrófagos já diferenciados a partir de precursores da medula óssea (BM-M) foram 

retirados das placas por lavagens com PBS contendo 10mM de EDTA (Sigma) a 4°C. 

 A suspensão celular obtida foi ajustada para a concentração de 2x10⁶ 

células/mL sendo semeadas a uma densidade de 2x10⁵ células/poço em placas de 96 

poços, e 1x106 células/poço em placas de 12 poços. O volume total utilizado para 

placas de 96 poços foi de 200 μL de meio DMEM/poço e para placas de 12 poços foi 

de 1mL de meio DMEM/poço, contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e os 

estímulos: IFN-γ (50UI/mL, Peprotech, Rocky Hill, NJ) e LPS (0,5μg/mL, Escherichia 

coli, O111: B4, Sigma). A concentração de rPoly p 5 utilizada nos ensaios descritos 

abaixo foi de 1μg/mL. As culturas foram incubadas a 37°C, por 48 horas, em estufa 

com atmosfera de 5% de CO2 e 90% de umidade. Após a incubação, alíquotas dessas 

células em cultura foram coletadas para avaliação da viabilidade, expressão de 

moléculas coestimuladoras e atividade fagocítica por citometria de fluxo, conforme 

descrito a seguir. Os sobrenadantes das culturas foram utilizados para ensaio de 

detecção de NO e citocinas (SIMIONI et al., 2017). 

 

4.7 Avaliação da viabilidade celular  

A avaliação da viabilidade e dos mecanismos de morte celular foram realizadas 

através da marcação das células utilizando o kit Fitc Annexin V apoptosis detection 
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Kit, with 7-Aminoactinomycin D (7AAD) (Biolegend, San Diego, CA, USA), de acordo 

com as recomendações do fabricante.  

A anexina usada neste kit se liga à fosfatidilserina (PS) que é normalmente 

encontrada apenas na parte intracelular da membrana plasmática em células 

saudáveis, mas durante a apoptose inicial, a assimetria da membrana é perdida e a 

PS é translocada para a parte externa da membrana. A ligação da anexina V por si só 

não consegue diferenciar entre células apoptóticas e necróticas, sendo que, para esta 

distinção é utilizado o marcador 7-amino-actinomicina D (7-AAD). Deste modo, as 

células apoptóticas precoces excluirão o 7-AAD da ligação, enquanto as células 

apoptóticas em estágio avançado irão se corar positivamente, devido à passagem 

desse corante para o núcleo onde se liga ao DNA, emitindo uma fluorescência que 

pode ser analisada por citometria de fluxo.  

Possíveis danos celulares induzidos pelo alérgeno rPoly p 5 em linhagem de 

células tumorais RAW 264.7 e J774 foram investigados. Estas linhagens tumorais 

foram utilizadas pelo motivo de que elas são mais resistentes e suportam mais 

situações críticas do que macrófagos obtidos in vivo, principalmente macrófagos 

jovens diferenciados diretamente de células obtidas da medula óssea de 

camundongos. Além disso, a obtenção de células diretamente de um animal 

geralmente é baixa quando comparado com a quantidade de células que podem ser 

obtidas em cultura de linhagens, e foi dada preferência de realizar o sacrifício de 

animais para realizar os demais ensaios. 

As linhagens de células J774 e RAW 264.7 foram cedidas pela Prof. Dra. Wirla 

M. S. C. Tamashiro (IB-UNICAMP) e utilizadas para avaliar a viabilidade celular na 

presença de diferentes concentrações de rPoly p 5. As células foram cultivadas em 

meio DMEM (Vitrocell, Campinas-SP, BR) suplementado com soro fetal bovino (SFB; 

Vitrocell, Campinas-SP, BR) a 10%, a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 e 90% de 

umidade, até semi-confluência. Em seguida, estas células foram colhidas, lavadas 

com o mesmo meio sem SFB, e a sua concentração ajustada a 2x106 células/mL com 

meio completo. A suspensão de células de linhagem J774 e RAW 264.7 foram 

semeadas a uma densidade de 1x106 células/poço em placas de 12 poços num 

volume de 500μL/poço. Em seguida, foram acrescidos 500μL de meio 

DMEM/cavidade, contendo 10% de SFB contendo as concentrações de: 0,1μg/mL; 

0,25μg/mL; 0,5μg/mL; 1μg/mL e 2μg/mL de rPoly p 5. As culturas foram incubadas a 
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37°C em atmosfera de 5% de CO2 e 90% de umidade por 48 horas. Após esse período 

as células foram extraídas das placas por lavagens com PBS contendo 10mM de 

EDTA (Sigma) a 4°C. 

As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo Guava EasyCyte 

(Millipore) e as análises foram feitas com programa computacional InCyte (Millipore). 

Os resultados foram expressos como a porcentagem das células viáveis (duplo 

negativas), em fase inicial de apoptose (AnnexinV+/7AAD-) e em fase de apoptose 

tardia/necrose (AnnexinV+/7AAD+). 

 

4.8 Avaliação da expressão de moléculas coestimuladoras  

Para avaliar a expressão das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 nos 

macrófagos diferenciados da medula óssea foram realizados ensaios de citometria de 

fluxo, conforme descrito previamente (SIMIONI et al., 2017), com algumas 

modificações. Brevemente, a marcação das células foi realizada utilizando anticorpos 

específicos, conjugados a fluorocromos para os marcadores de superfície anti-mouse 

F4/80 e anti-mouse MHC-II (Biolegend) para a marcação da população de macrófagos 

diferenciados e os anticorpos anti-mouse CD80, anti-mouse CD86 (Biolegend) para 

uso em citometria de fluxo, seguindo as recomendações dos fabricantes. Os 

anticorpos foram diluídos em tampão específico – tampão de marcação para 

citometria FCSB (PBS contendo soro fetal bovino 5% e azida sódica 0,09%). Em 

seguida, as amostras contendo os anticorpos foram incubadas em temperatura 

ambiente por 20 minutos e após este período foram realizadas duas lavagens com 

FCSB, seguidas de centrifugação a 400xg por 5 minutos, sendo as células 

posteriormente fixadas em PBS contendo 1% formaldeído (Merck-Millipore).  

Em todas as amostras, houve a marcação com a sonda de viabilidade Zombie 

NIR™ Fixable viability kit (Biolegend) permitindo que todas as análises realizadas 

tivessem sido feitas apenas em células viáveis. A determinação das populações 

positivas foi estabelecida tomando como base a fluorescência obtida nas amostras 

marcadas com os respectivos anticorpos controles de isotipos para os marcadores 

analisados. A expressão dos marcadores foi avaliada pela média geométrica da 

intensidade de fluorescência.  

As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo FACSVerse™ (BD-

Bioscience) localizado no Centro de Atenção Integral à Saúde da Mulher CAISM –
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UNICAMP e as análises foram feitas com o software FCS Express V6 (De Novo 

Software, Glendale, CA, USA). 

 

4.9 Avaliação da atividade fagocítica  

A avaliação da atividade fagocítica dos macrófagos diferenciados de 

precursores de medula óssea, na presença dos estímulos LPS (0,5 μg/mL), IFN-γ 

(50UI/mL) e rPoly p 5 (1μg/mL), foi realizada utilizando o kit pHrodo™ phagocytosis 

particle labeling kit for flow cytometry (Invitrogen™ - Thermo Scientific), seguindo as 

recomendações do fabricante. Brevemente, o kit acima descrito é composto por 

bactérias Gram negativas (E. coli) conjugadas com a sonda fluorescente pHrodo™ 

succinimidil ester que emite fluorescência máxima em pH ácido, ou seja, a partir do 

momento em que são incorporadas às vesículas lisossomais. Nesse sentido, 2x10⁷ 

bactérias foram adicionadas aos tubos de citometria de 12x75mm (Falcon, BD-

Bioscience) contendo 1x10⁶ macrófagos na presença dos estímulos acima descritos. 

As amostras foram incubadas por 15 minutos em banho a 37ºC. Após esse período, 

as partículas não fagocitadas foram removidas por lavagem com tampão específico 

do kit e após centrifugação a 350xg por 5 minutos, as amostras foram ressuspensas 

em tampão de citometria FCSB. As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo 

FACSVerse™ (BD-Bioscience) localizado no Centro de Atenção Integral à Saúde da 

Mulher CAISM –UNICAMP e as análises foram feitas com o software FCS Express V6 

(De Novo Software, Glendale, CA, USA). Os resultados foram expressos pela 

porcentagem de células que incorporam as bactérias marcadas (pHrodo+) e pela 

média geométrica da intensidade de fluorescência da sonda. 

 

4.10 Determinação da concentração de óxido nítrico nos sobrenadantes de cultura  

O óxido nítrico (NO) liberado nos sobrenadantes das culturas celulares foi 

determinado usando um ensaio colorimétrico quantitativo com base na reação de 

Griess (GREEN et al., 1982). Alíquotas de 50 μL dos sobrenadantes das culturas de 

células foram incubadas com 50μL de reagente de Griess, que consiste em 1% de 

sulfanilamida; 0,1% de N-(1-naftil)-etilenodiamina e dicloridrato de ácido orto-fosfórico 

a 2,5%. Após 10 minutos à temperatura ambiente, a densidade óptica foi medida num 

leitor de microplacas Multiskan MS (Labsystems Oy, Helsink, Finlândia), no 

comprimento de onda de 540nm. As concentrações de óxido nítrico foram calculadas 
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por comparação com uma curva de calibração obtida com soluções padrão de nitrito 

de sódio. 

 

4.11 Quantificação de citocinas nos sobrenadantes de cultura  

Sobrenadantes das culturas celulares foram utilizados para a quantificação das 

citocinas: pró-inflamatórias: IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23, IL-27, 

CCL2(MCP-1), IFN-β, IFN-γ, TNF-α, e GM-CSF, através de sistema de quantificação 

multiplex por citometria de fluxo. Para isto, foi utilizado o kit LEGENDplex™ Mouse 

Inflammation Panel (13-plex) (Biolegend), seguindo-se as instruções do fabricante. As 

amostras foram analisadas em citômetro de fluxo FACSVerse™ (BD-Bioscience) 

localizado no Centro de Atenção Integral à Saúde da Mulher CAISM –UNICAMP e as 

análises foram feitas com o software LEGENDplexTM Data Analysis Software V.8 

(Biolegend).  

 

4.12 Análise estatística  

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média, e os dados 

submetidos à análise de variância (ANOVA) com teste de múltiplas comparações com 

análise de Dunnet´s e Teste de Mann-Whitney entre os grupos, considerando nível de 

significância p<0,05. Para estas análises, foi empregado o programa computacional 

GraphPad Prism Versão 6.0 (La Jolla, CA, USA). 
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5. Resultados e Discussão  
 

5.1 Obtenção do alérgeno rPoly p 5 

Conforme descrito em no item 3.1, foram crescidas placas, com meio de cultura 

YPD-ágar contendo as células X-33/pPICZαa- Poly p 5 (Figura 6).  

 

Figura 6 – Placa de Petri com colônias de levedura contendo o inserto poly p 5. Placa contendo 

colônias de X-33/pPICZαA-Poly p 5 em meio YPD + Zeocina. A placa foi incubada a 28ºC, por 18 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após seleção de uma única colônia isolada da placa foi feita a incubação da 

pré-cultura de levedura em meio BMGY, o qual possui glicerol como única fonte de 

energia. Estas condições permitem que a levedura cresça de modo ideal, sem que 

ocorra qualquer ativação do cassete de genes, onde foi clonado o gene heterólogo da 

proteína Poly p 5. A fase exponencial do crescimento acontece quando a medida a 

DO₆₀₀ₙₘ da cultura atinge valores elevados 4.0, o que pode ser medido por leitura 

de alíquotas da cultura diluídas de 20 a 100x em água. Ao atingir este valor de 

densidade óptica, é calculado o volume/quantidade de células que devem ser 

utilizadas do pré-inóculo, para que tenha sempre uma DO₆₀₀ₙₘ inicial=1,0 (equivalente 

a ~ 5 x 107 células/mL) de forma a dar início à cultura (inóculo) de indução com 

metanol, em meio BMMY. Somente neste meio e em presença do metanol é que o 

gene heterólogo passa a ser induzido e expresso, levando-se ainda em consideração 

a extrema necessidade de oxigenação da cultura. Por este motivo é que foram sempre 
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utilizados frascos de Erlenmeyer aletados, volume de cultura 10x inferior ao volume 

dos frascos e elevada rotação do meio de cultura (220-250 rpm). 

A fim de se determinar e confirmar o maior nível de expressão do alérgeno em 

função do tempo de crescimento de cultura, a cada 24 horas e antes de ser adicionado 

o indutor metanol, foras foram coletadas alíquotas da cultura para análise por meio de 

eletroforese denaturante (SDS-PAGE) (Figura 7). Pode-se observar nesta figura, pela 

presença de banda mais intensa, de massa molecular em torno de 23 kDa, que o 

tempo de 72 horas foi o que apresentou o melhor o nível de expressão do alérgeno 

de interesse, confirmando assim os resultados já observados por Bazon (2021). 

 

Figura 7 - SDS-PAGE a 12% de amostras da expressão de rPoly p 5 em Komagataella phaffi a 

28ºC por 72 horas. Pd: padrão de massa molecular (High-Range Rainbow Molecular Weight Markers, 

Amersham Biosciences-GE Healthcare, USA), T(0) a T(72): amostras de expressão de rPoly p 5 nos 

tempos de 0 a 72 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Conforme descrito no item 3.2 acima, após filtração e concentração em tampão 

fosfato, a amostra de rPoly p 5 de 72 horas foi submetida à purificação em coluna de 

afinidade de Ni-NTA-Agarose (His-Trap Ni+2) e as alíquotas de eluição da coluna foram 

analisadas por SDS-PSGE 12%, como pode ser visto na Figura 8.  

 

 

rPoly p 5 
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Figura 8 - SDS-PAGE a 12% das alíquotas eluidas da coluna His-Trap Ni+2 de cromatografia de 

afinidade. A maior intensidade de bandas no gel significa maior concentração de rPoly p 5. Pd: padrão 

de massa molecular (High-Range Rainbow Molecular Weight Markers, Amersham Biosciences-GE 

Healthcare, USA), 1-9: Amostras de rPoly p 5 das frações eluidas em tampão de eluição 75 mM de 

Imidazol (Na/PO₄ 50 mM, NaCL 0,5 M e Imidazol 75 mM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir da Figura 8, tendo em conta a ausência de bandas contaminantes no 

gel, podemos considerar que a proteína rPoly p 5 foi purificada de forma eficiente, 

após cromatografia de afinidade em coluna His-Trap Ni+2. A quantificação da proteína 

purificada, após troca do tampão da coluna para PBS 1X  foi de 639,46µg/mL,  sendo 

considerada ideal para dar sequência aos ensaios imunológicos. 

Com relação à obtenção de duas bandas, diferentes em cerca de 10 kDa 

(Banda superior - 23 kDa e banda inferior - ~33kDa) no gel da Figura 8 após a 

purificação de rPoly p 5, conforme já caracterizado e discutido por Bazon (2021), trata-

se da presença de N-glicosilação, adicionada pela levedura Komagataella phaffii, 

durante a expressão de rPoly p 5. Interessantemente, este mesmo alérgeno em 

Solenopsis invicta (Sol i 3) e também em Polybia scutellaris (Poly s 5), também exibiu 

a presença de dupla banda em SDS-PAGE de acordo com o que foi descrito por 

Schiener et al. (2017) e Vinzón et al. (2010), respectivamente, mesmo após todos os 

processos de purificação. Para estes autores, os dados foram resultantes de 

diferentes expressões do processamento pós-traducional, nas extremidades N-

terminais das proteínas, como por exemplo, a glicosilação. Estes resultados não foram 

impeditivos para dar continuidade aos ensaios com células, tendo por exemplo, o teste 

de ativação de basófilos (SCHIENER et al., 2017). 

rPoly p 5 
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5.2 Efeito do rPoly p 5 na viabilidade celular 

Possíveis danos celulares induzidos pelo alérgeno rPoly p 5 em linhagem de 

células tumorais de macrófagos murinos RAW 264.7 e J774 foram investigados. Para 

isso, conforme mencionado no item 3.7, foi realizada a avaliação dos mecanismos de 

morte celular através de um ensaio de dupla marcação das células, utilizando o Fitc 

Annexin V apoptosis detection Kit, with 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) (Biolegend, 

San Diego, CA, EUA). 

Na Figura 9 podemos observar que, para ambas as linhagens celulares, a 

maior dose testada, de 2μg/mL de rPoly p 5, já se apresenta como estimuladora de 

apoptose e com maior toxicidade para as células. Desta forma, os dados obtidos 

sugerem que a dosagem de 1μg/mL do alérgeno rPoly p 5 poderia ser utilizada em 

todas as análises imunológicas com BM-M. Estes resultados foram de importância 

pois confirmam que a dosagem escolhida foi realmente adequada, não apresentando 

risco dos ensaios estarem associados à presença de células mortas.  

 

Figura 9- Viabilidade celular de cultura de linhagens macrofágicas RAW 264.7 e J744. As células 

foram analisadas após tratamento com diferentes concentrações de rPoly p 5 (0.1μg/mL; 0.25μg/mL; 

0.5μg/mL; 1μg/mL; 2μg/mL). O ensaio de viabilidade celular representa a identificação de células 

apoptóticas e necróticas. O gráfico indica a porcentagem de células macrofágicas na fase inicial de 

apoptose (Painéis A e C) e na fase tardia de apoptose (necrose) (Painéis B e D). As barras 

representam média ± (E.P.M) nos sobrenadantes das culturas. (RAW 264.7: N=09; J 774: 

N=12).*p<0,05 ANOVA 
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5.3 Efeito do rPoly p 5 na produção de óxido nítrico por BM-M 

Macrófagos diferenciados de células precursoras da medula óssea (BM-M), em 

concentrações ajustadas de 2x10⁵ por poço, foram tratadas com 1μg/mL de rPoly p 5, 

na presença/ausência de LPS e IFN-γ (0,5 µg/mL e 50UI/mL, respectivamente) e 

analisadas para verificar os efeitos desses estímulos na produção de óxido nítrico 

(NO).  

Como é possível observar na Figura 10, não houve diferença significativa na 

produção de NO na presença de rPoly p 5 quando comparado aos grupos controle. O 

estímulo com LPS e IFN-γ aumentou significativamente a produção de óxido nítrico 

quando comparado com os grupos não estimulados com esses estímulos pró-

inflamatórios. Corroborando com estes dados, Cecilio (2011) e Mills (2000), 

mostraram que macrófagos diferenciados de células precursoras da medula óssea de 

camundongos BALB/c, quando estimulados com as quantidades supracitadas de LPS 

e IFN-γ, aumentam significativamente a produção de óxido nítrico. 
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Figura 10 – Efeito do rPoly p 5 na produção de óxido nítrico por BM-M. Células precursoras da 

medula óssea obtidas de camundongos da linhagem BALB/c foram diferenciadas em BM-M, sendo que 

parte das culturas foi estimulada com os estímulos pró-inflamatórios (0,5 μg/mL de LPS + 50UI/mL de 

IFN-γ) – lado direito do gráfico – enquanto a outra parte não recebeu estímulos – lado esquerdo do 

gráfico. Concomitantemente à adição destes estímulos, as células foram incubadas com rPoly p 5 na 

concentração de 1 μg/mL (boxplots escuros) por 48h, sendo que os controles receberam apenas meio 

de cultura (boxplots claros). Os dados de concentração foram representados por boxplots de Turkey. 

(N=46). 
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Cecilio (2011) relata ainda que a quantidade de NO corresponde diretamente à 

atividade da sintase induzida do óxido nítrico (iNOS) dessas culturas, sendo que 

quanto maior os níveis de NO, maior a atividade da iNOS.  A análise da secreção de 

mediadores pró-inflamatórios, como o NO, é de elevada importância pois é uma 

maneira efetiva de acompanhar processos e condições inflamatórias (KIM et al., 2016). 

Sabe-se que o NO atua no controle imunológico da relação patógeno-hospedeiro, e 

que é sintetizado sobre demanda, pois não fica armazenado in vivo, sendo produzido 

em grandes quantidades pelos macrófagos durante a resposta inflamatória, causando 

“danos oxidativos” letais às células-alvo (BARRETO et al., 2005).  
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A saliva de carrapatos, bem como o veneno de abelha, é uma mistura complexa 

e heterogênea, possuindo diversos compostos com potencial imunomodulador 

(RODRIGUES et al., 2018). Um estudo recente com a saliva do carrapato Amblyomma 

variegatum evidenciou aumento na secreção de NO, após tratamento de macrófagos 

bovinos com quantidades menores da saliva, sendo que, após tratamento com 

quantidades mais elevadas da saliva, há uma diminuição significativa na secreção de 

nitrito (RODRIGUES et al., 2018). Além disso, Jang et al. (2005) relataram que o 

veneno de abelha (Apis mellifera) inibiu a secreção de NO em macrófagos da 

linhagem RAW 264.7, indicando papel anti-inflamatório inibindo a iNOS possivelmente 

através da supressão da via do NF-κB.  

Corroborando com nossos dados, resultados ainda não publicados de nosso 

grupo de pesquisa indicam ausência do efeito do rPoly p 5 sobre a secreção de NO 

em macrófagos intraperitoneais de camundongos BALB/c ativados ou não com LPS. 

A ineficácia do alérgeno rPoly p 5 em ensaios de mensuração de NO após tratamento 

em BM-M sugere que esta molécula não possui papel modulador da expressão de NO 

em macrófagos. 

 

5.4 Efeito do rPoly p 5 na expressão das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 e 

de MHC-II em BM-M 

Para avaliar o efeito do estímulo com rPoly p 5 na expressão das moléculas 

coestimuladoras CD80 e CD86 e de MHC-II, parte das culturas de BM-M foi 

estimulada com os estímulos pró-inflamatórios (LPS - 0,5 μg/mL + IFN-γ - 50UI/mL), 

enquanto a outra parte não recebeu estímulos. Concomitantemente à adição destes 

estímulos, as células foram incubadas com 1 μg/mL de rPoly p 5 por 48h, sendo que 

os controles receberam apenas meio de cultura. Após este período, foram realizados 

ensaios de citometria de fluxo, conforme descrito previamente por SIMIONI et al. 

(2017).  

Conforme descrito no item 3.8, a determinação das populações positivas foi 

estabelecida tomando como base a fluorescência obtida nas amostras marcadas com 

os respectivos anticorpos controles de isotipos para os marcadores analisados. Os 

resultados de avaliação da porcentagem de células positivas para marcadores CD80 

e CD86, e para MHC-II podem ser observados na Figura 11 (painéis A, C e E, 

respectivamente), enquanto a expressão relativa, determinada pela média geométrica 
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da intensidade de fluorescência do fluorocromo - MFI - associado aos respectivos 

anticorpos de detecção podem ser observados na mesma Figura 11 (painéis B, D e 

F). 

 

Figura 11 - Expressão das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86, e MHC-II em BM-M. Culturas 

de BM-M foram estimuladas com os estímulos pró-inflamatórios LPS (0,5 μg/mL) e IFN-γ (50 UI/mL), 

enquanto a outra parte não foi submetida à estimulação. Concomitantemente, as culturas foram 

incubadas na presença de 1 μg/mL de rPoly p 5, sendo que os controles receberam apenas meio de 

cultura por 48 horas. As análises foram feitas em células F4/80+ viáveis, comparando-se a 

porcentagem de células positivas para os marcadores CD80 (Painel A), CD86 (Painel C) e MHC-II 

(Painel E), bem como a expressão relativa destes marcadores, estabelecida pela média da incidência 

de fluorescência (MFI) (Painéis B, D e F, respectivamente). Os dados de porcentagem e MFI foram 

representados por boxplots de Turkey. (N=18) *<p,0.05. 
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Na Figura 11 podemos observar que o tratamento com rPoly p 5 levou a 

diminuição da frequência de células expressando CD80 em BM-M não estimulados 

com LPS+IFN-γ (Painel A), todavia sem alterar a expressão desta molécula (Painel 

B). Notamos ainda que a frequência de células que expressam CD86 reduziu 

significativamente em BM-M estimulados (Painel C), mas também sem alteração na 

expressão deste marcador (Painel F). Por fim, verificamos que não houve alterações 
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quanto à frequência de células, ou expressão do marcador MHC-II (Painéis E e F, 

respectivamente) em culturas tratadas com rPoly p 5, estimuladas ou não com os 

estímulos pró-inflamatórios 

Macrófagos M1 são caracterizados por expressarem níveis elevados de MHC-

II, CD80 e CD86 (MILLS, 2015, NEVES, 2015). Por sua vez, macrófagos de perfil M2 

são caracterizados por possuírem outros tipos de moléculas coestimuladoras, como 

CD163 e CD200R (MILY et al., 2020). LIU et al. (2013) e MILLS (2015) mostram que 

há uma plasticidade entre os fenótipos M1 e M2, sendo que a depender do estímulo 

recebido pela célula pode ocorrer uma mudança do fenótipo funcional. MILY et al. 

(2020) monstraram que, quando é utilizado GM-CSF para diferenciação de cultura in 

vitro de monócitos extraídos do sangue periférico de humanos, os macrógafos 

apresentam inicialmente o perfil M1, e quando é utilizado M-CSF para a diferenciação 

destas células, os macrófagos apresentam o perfil M2. 

Nesse sentido, monstramos no Painel A da Figura 11 que aproximadamente 

100% dos macrófagos do grupo controle expressam CD80, enquanto o grupo que 

recebeu rPoly p 5 sofreu redução significativa na frequência das células expressando 

esta molécula. No Painel C, é possível observar um decaimento de aproximadamente 

15% na frequência de macrófagos ativados expressando CD86 após tratamento com 

rPoly p 5. Estes dados corroboram, portanto, com a hipótese de que o alérgeno rPoly 

p 5 pode estar relacionado com uma possível alteração fenotípica dos macrófagos M1 

para um outro perfil funcional.  

Tavano et al. (2011) monstraram que o alérgeno apidaecina, um homólogo do 

antígeno 5, presente no veneno da abelha A. mellifera, promoveu aumento na 

expressão de CD80 em macrófagos ativados com LPS e diminuiu a expressão de 

MHC-II e CD86, diferindo do presente estudo, no qual não houve diferença 

significativa na quantidade de moléculas co-estimulatórias expressas (Painéis B, D e 

F - MFI), e sim na frequência de células expressando estas moléculas (Painéis A e 

C).  

Kim et al. (2015), por sua vez, empregando macrófagos intraperitoneais, 

ativados e inativados com LPS, com o composto cucurbitacina B, uma molécula com 

potencial imunomodulador presente em muitos organismos do reino vegetal, 

mostraram que a molécula bloqueia a expressão de mediadores pró-inflamatórios nos 

grupos ativados com LPS, inibindo a expressão de MHC-II e CD80. Tais dados 
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sugerem que a cucurbitacina B possui efeitos imunomodulatórios anti-inflamatórios. 

Ainda, os autores sugeriram que, pelo fato de que CD80 e CD86 são moléculas 

fornecedoras de sinais coestimuladores necessários para a sobrevivência e ativação 

de células T (KIM et al., 2015), compostos naturais que induzem redução significativa 

nos níveis de expressão de moléculas coestimuladoras podem ter um papel mais 

eficiente na resposta imune adaptativa.  

 

5.5 Efeito do rPoly p 5 na atividade fagocítica de BM-M 

O macrófago é uma célula multifuncional, que exerce função imunológica 

importante nas atividades da defesa do organismo através da fagocitose, produção 

de agentes microbicidas, secreção de mediadores inflamatórios e processamento de 

antígeno. A fagocitose consiste na captura e destruição de microrganismos invasores 

(SETUBAL et al., 2011). 

Para a avaliação do efeito do rPoly p 5 na atividade fagocítica de BM-M as 

culturas estimuladas ou não com os estímulos pró-inflamatórios (LPS - 0,5 μg/mL e 

IFN-γ - 50UI/mL), sob efeito do tratamento com rPoly p 5 (1 μg/mL) foram incubadas 

com bactérias Gram negativas (E. coli) conjugadas com a sonda fluorescente 

pHrodo™ succinimidil ester, que emite fluorescência máxima em pH ácido, ou seja a 

partir do momento em que são incorporadas às vesículas lisossomais. A Figura 12 

expressa os resultados obtidos nestes ensaios.  

Com dez culturas obtidas pela diferenciação de células precursoras de dez 

animais em BM-M (N=10), foi observado que houve aumento significativo na 

intensidade de fluorescência (MFI) no grupo de macrófagos ativados (estimulados 

com LPS e IFN-γ) após tratamento com 1 μg/mL de rPoly p 5 (Painel B), sendo um 

indício de que houve maior quantidade de bactérias E. coli fagocitadas por estas 

células. Entretanto, não observamos nenhum efeito do rPoly p 5 na frequência (%) de 

células que apresentaram atividade fagocítica (Painel A) podendo indicar que rPoly p 

5 atua potencializando a fagocitose de células já em atividade, mas sem induzir 

diretamente a ativação deste processo em células não ativadas. 
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Figura 12 – Efeito do rPoly p 5 na atividade fagocítica de BM-M. Culturas de BM-M diferenciadas 

de células precursoras da medula óssea de camundongos BALB/c, foram estimuladas com os 

estímulos pró-inflamatórios LPS (0,5 μg/mL) e IFN-γ (50 UI/mL), enquanto a outra parte não foi 

submetida à estimulação. Concomitantemente, as culturas foram incubadas na presença de 1 μg/mL 

de rPoly p 5, sedo que os controles receberam apenas meio de cultura por 48 horas (Boxplots brancos). 

A estas culturas foram adicionadas bactérias (E.coli) previamente marcadas com a sonda fluorescente 

pHrodo™ succinimidil ester. As análises foram feitas, comparando-se a porcentagem de células 

contendo bactérias fluorescentes no seu interior (Painel A), bem como a média da intensidade desta 

fluorescência (MFI) nas células positivas (Painel B). Os dados de porcentagem e MFI foram 

representados por boxplots de Turkey. (N=10) *<p,0.05. 
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Dados da literatura indicam que macrófagos de perfil M2 de camundongos da 

linhagem BALB/c possuem maior potencial de fagocitose do que macrófagos de perfil 

M1 (BERTOLINI et al., 2016; MULDER et al., 2014; SOUZA, 2014; XU et al., 2013).  

Mulder et al. (2014) também afirmam que os macrófagos utilizados em estudo 

apresentaram grande plasticidade podendo reverter suas características de M2 para 

M1, e vice-versa, após remoção/adição de estímulo indutor. Estes resultados 

corroboram com a hipótese levantada anteriormente, de que o rPoly p 5 poderia atuar 

como indutor de diferenciação dos BM-M para outro perfil de macrófagos, como o M2. 

Um ensaio com veneno de cobra da espécie Bothrops alternatus sobre a 

atividade fagocítica de macrófagos peritoneais sugere que o processo de fagocitose 

é ativado de forma dose dependente, sendo que quanto maior a dose de veneno 
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administrada (6 μg/mL), maior a porcentagem de fagocitose apresentada pelos 

macrófagos (35% - Controle vs. 46% -Tratados). Os autores afirmaram que a ativação 

dos macrófagos pelo veneno em estudo sugere a importância da função de leucócitos 

para a eliminação do veneno em indivíduos atingidos. Isso se deve ao fato deles 

fagocitarem debris celulares e facilitarem a regeneração de miofibrilas danificadas, já 

que a literatura indica que macrófagos induzem a quimiotaxia de células musculares 

e outros precursores de leucócitos estimulando a sua proliferação e promovendo 

regeneração celular (SETUBAL et al., 2011). Corroborando com estes achados, 

Chalamaiah et al. (2014) realizaram um estudo relacionando um hidrolisado de 

proteína do ovo da carpa Labeo rohita e sua atividade em macrófagos peritoneais. 

Esta proteína hidrolisada aumentou a capacidade fagocítica dos macrófagos, 

indicando que ela exerce uma função na melhora da habilidade da resposta imune do 

hospedeiro contra patógenos e antígenos. 

Macrófagos ativados com atividade fagocítica intensa apresentam maior 

efetividade na eliminação de patógenos, e consequentemente na capacidade de 

eliminar micróbios ingeridos. Além disso, estas células quando ativadas, aumentam 

significativamente a produção de citocinas e a habilidade em ativar células T 

(CHALAMAIAH et al., 2014; MYLONAS et al, 2019). Dados do estudo de Xu et al. 

(2013) mostram que macrófagos pró-inflamatórios M1 podem adquirir maior atividade 

fagocítica de células jovens apoptóticas depois de expostos a M-CSF. Os autores 

hipotetizam que o recrutamento local in vivo de macrófagos M1 para modificá-los para 

perfil M2 é essencial para garantir uma limpeza silenciosa de células apoptóticas. 

Possivelmente, tal hipótese poderia explicar parcialmente os resultados obtidos no 

presente estudo, no qual se observou a modulação positiva da atividade fagocítica  

por rPoly p 5 em BM-M, podendo indicar uma possível plasticidade entre fenótipos 

M1/M2. 

  

5.6 Efeito do rPoly p 5 na produção de citocinas em BM-M 

Para avaliarmos o efeito do rPoly p 5 na modulação do perfil de citocinas 

produzidas por BM-M, sobrenadantes de culturas de BM-M tratados (Figura 13 A - M, 

boxplots à direita) ou não tratados (Figura 13 A - M, boxplots à esquerda) com os 

estímulos pró-inflamatórios (LPS - 0,5 μg/mL + IFN-γ - 50UI/mL) e sob efeito do 

alérgeno rPoly p 5 (1 μg/mL) foram utilizados em imunoensaios baseados na detecção 
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simultânea de analitos por citometria de fluxo através do kit LEGENDplex™ Mouse 

Inflammation Panel (13-plex) (Biolegend), conforme descrito no item 3.11. Os dados 

foram obtidos em ensaios realizados com sobrenadantes de culturas obtidas de 

macrófagos diferenciados de 30 animais experimentais (N=30). 

 Podemos observar pelas figuras que houve modulação na produção das 

citocinas IL-23, IL-27, MCP-1 e GM-CSF. Notamos o aumento significativo das 

citocinas IL-23 e IL-27 em BM-M não estimulados com LPS e IFN-γ e tratados com 

rPoly p 5 (Painéis A e B, respectivamente). No Painel C é possível observar que em 

BM-M ativados após tratamento com rPoly p 5 houve a redução da quimiocina MCP-

1. Em contrapartida, a citocina GM-CSF, por sua vez, apresentou níveis aumentados 

em BM-M ativados, após tratamento com rPoly p 5 (Painel D). Para as demais 

citocinas não pudemos observar alterações significativas na modulação destas sob 

influência de rPoly p 5 (Painéis E - M). 

 

Figura 13 – Efeito do rPoly p 5 na produção de citocinas em BM-M. Culturas de BM-M diferenciadas 

de células precursoras da medula óssea de camundongos BALB/c, foram estimuladas com os 

estímulos pró-inflamatórios LPS (0,5 μg/mL) e IFN-γ (50 UI/mL), enquanto a outra parte não foi 

submetida à estimulação. Concomitantemente, as culturas foram incubadas na presença de 1 μg/mL 

de rPoly p 5, sendo que os controles receberam apenas meio de cultura (Boxplots bancos). Os dados 

de concentração das citocinas foram representados por boxplots de Tukey: IL-23 (A), IL-27 (B), MCP-

1 (C), GM-CSF (D), IL-1α (E), IFN-γ (F), IL-12p70 (G), IL-1β (H), IL-6 (I), IL-10 (J), IL-17A (K), IFN-β (L) 

e TNF-α (M); (N=30), *p<0,05. 
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 A citocina IL-27 faz parte da família das citocinas IL-6 (ROSE-JOHN, 2018). A 

IL-23 está estruturalmente relacionada a esta família por meio da família IL-12, à qual 

pertence (CHYUAN, LAI, 2020). As subunidades α dessas três citocinas, sendo estas 

IL27p28, IL23p19 e IL12p35, são caracterizadas por se comporem de um feixe de 

quatro α-hélices, como a citocina IL-6. Estas se ligam a uma β subunidade, sendo a 

p40 para IL-23 e para IL-12, e a EBI3 (Epstein-Barr-virus-induced gene 3) para IL-27 

(COLGAN, ROTHMAN, 2006; NICOLA, HILTON, 1998; TAIT WOJNO et al., 2019). 

Apesar de estarem relacionadas, a IL-23 e a IL-27 possuem papéis distintos, porém 

importantes, na resposta imune. Tait Wojno et al. (2019) afirmam que os membros 

das famílias IL-6 e IL-12 não são exatamente pró ou anti-inflamatórios, mas que 

podem atingir diferentes características de acordo com o microambiente e com a 

presença de outros estímulos. Enquanto a IL-23 é, caracteristicamente, um fator de 

ação positiva para a resposta Th-17, a citocina IL-27 apresenta um efeito oposto na 

geração de respostas destas células. (COLGAN, ROTHMAN, 2006; IWAKURA et al., 

2008). 

Hou et al. (2018) relatam que a IL-23 apresenta importante papel na polarização 

de macrófagos para um perfil funcional distinto das populações M1 e M2, que está 

relacionado com a exacerbação do quadro inflamatório em modelo experimental 

murino de psoríase. Nesse sentido, o aumento da produção desta citocina por rPoly p 

5 pode indicar também um papel na diferenciação de outros fenótipos funcionais além 

de M2, enquanto o aumento da citocina IL-27 pode estar inibindo o desenvolvimento 

de uma resposta Th-17. Jafarzadeh et al. (2021) afirmam que a dosagem, o tempo de 

estímulo e a rota da admnistração de IL-27 influenciam fortemente as funções 

relacionadas à esta citocina, e que é necessária padronização desses parâmetros 

para uso em alternativas terapêuticas. Seguindo este raciocínio, devemos considerar 

que o mesmo deve ser feito com a proteína alergênica rPoly p 5 em relação ao perfil 

de expressão de citocinas inflamatórias, já que cada citocina possui sua cinética de 

expressão. 

Por outro lado, Croxford et al. (2014) relatam que níveis desregulados de IL-23 

afetam a função primária de barreira e vão refletir em doenças na pele, intestino e 

pulmão, como psoríase, doença inflamatória intestinal (DII) e crescimento tumoral. 

Seguindo este raciocínio, podemos levantar a hipótese de que a função do rPoly p 5 

no veneno seja modular positivamente a expressão de IL-23 de modo que estes 

sintomas se manifestem em respostas alérgicas. Peng et al. (2010) mostram que, em 
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um modelo murino de asma alérgica, a citocina IL-23 possui papel fundamental na 

regulação da inflamação alérgica de vias aéreas por promover o desenvolvimento da 

resposta Th2 neste contexto. Ainda, os camundongos deficientes em IL-23 

apresentaram inflamação reduzida das vias aéreas, e em experimentos in vitro, a 

sinalização da IL-23 com seu receptor aumentou a expressão de citocinas Th2.  

MCP-1 (CCL2) é uma quimiocina reguladora da migração e infiltração dos 

macrófagos e já foi comprovado seu envolvimento em inúmeras doenças, como 

esclerose múltipla, artrite reumatoide, arteriosclerose e diabetes resistente à insulina 

(DESHMANE et al., 2009). Ela é classificada como inflamatória (PALOMINO, MARTI, 

2015), sendo induzida por citocinas pró-inflamatórias, como a IL-8, e promovendo 

recrutamento e ativação de monócitos aos locais de destino (SHERBET et al., 2011). 

Um estudo com o ácaro Dermatophagoides pteronissinus sobre a resposta 

inflamatória de um modelo in vitro de monócitos primários mostra que ocorre aumento 

da produção de MCP-1, de maneira dose-dependente e tempo-dependente por estas 

células (LEE et al., 2008). Sabe-se que ácaros, de diversas espécies, possuem um 

importante papel no desenvolvimento de doenças alergênicas como asma e dermatite 

atópica (LEE et al., 2008).  

Da mesma maneira, o estudo de Tavano et al. (2011) realizado para avaliar a 

ação imunológica da apidaecina sobre macrófagos humanos ativados ou não com 

LPS gerou respostas importantes. Os macrófagos sem a presença de LPS sofreram 

modulação positiva significativa após tratamento com a molécula, porém o grupo 

tratado com LPS também apresentou queda na expressão de MCP-1. Corroborando 

com estes achados, resultados ainda não publicados de nosso grupo monstraram a 

redução significativa na produção de MCP-1 por macrófagos intraperitoneais 

previamente estimulados com LPS e tratados com rPoly p 5 (BAZON, 2021).  

Neste sentido, Kaushik et al. (2014) monstraram que o veneno da vespa Vespa 

tropica possui propriedades anti-inflamatórias por atenuar a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, como MCP-1, na linhagem celular murina de células da micróglia - 

BV-2 -, após tratamento e sob estimulação de LPS.  

GM-CSF, por sua vez, é uma citocina imunomoduladora indutora da 

diferenciação celular em macrófagos. Ela é capaz de afetar diversas células, não 

somente macrófagos, como também promove a ativação de linfócitos T, suprime 

diferentes doenças autoimunes em animais, promove a sobrevivência e proliferação 
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celular através de diversas vias sinalizadoras e promove respostas inflamatórias 

(BHATTACHARYA et al., 2015).   

Draijer et al. (2017) e Naessens et al. (2016) relatam ocorrência de maturação 

prejudicada em macrófagos alveolares em um modelo murino de asma no contexto 

da inflamação alérgica devido à sua deficiência em GM-CSF. Após a administração 

dessa citocina, os macrófagos sofreram maturação adequada e melhora na habilidade 

de defesa contra exacerbações virais do contexto alérgico-asmático. 

GM-CSF promove a polarização de macrófagos para o fenótipo M1, que é um 

fator chave para a resposta imunológica (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Xu 

et al. (2013), em seu estudo sobre perfis de macrófagos M1 e M2, afirmam que 

macrófagos previamente diferenciados com M-CSF atingiram um perfil de resposta 

M2, e após sofrer exposição por 6 dias com GM-CSF, começa a exibir um perfil M1 

com menor produção de citocinas anti-inflamatórias e menor capacidade fagocítica. 

Tait Wojno et al. (2019) relataram estudos que evidenciaram a capacidade de IL-23 

em promover a expressão de GM-CSF por células T. GM-CSF também atua como um 

regulador positivo da função inflamatória de macrófagos intestinais (CASTRO-

DOPICO et al., 2020).  

Mylonas et al. (2019) relataram que o tratamento de macrófagos diferenciados 

de células da medula óssea com GM-CSF reduz a sua capacidade fagocítica sobre 

células apoptóticas e beads de látex. Os autores propõem que, embora a maioria dos 

estudos sugiram o efeito do GM-CSF como indutor de polarização de macrófagos para 

o perfil M1 in vitro, há um papel de extrema importância desta citocina para a ativação 

do perfil M2 em macrófagos durante lesões renais (HUEN et al., 2015). Nesse sentido, 

pudemos observar em nosso trabalho que BM-M ativados e tratados com rPoly p 5 

apresentaram aumento na expressão de GM-CSF, e que, pelos dados obtidos nos 

experimentos de fagocitose e da análise da expressão de CD80 e CD86, há indícios 

da modulação do perfil macrofágico em sentido ao fenótipo M2. 

A polarização macrofágica não é estática, sendo que somente a estimulação 

do GM-CSF pode não ser, por si só, o fator decisivo para a determinação fenótipo 

funcional. Em última análise, o fenótipo funcional a ser definido será dependente da 

capacidade destas células de integralizarem diferentes estímulos e sinais dos 

microambientes em que se encontram a fim de apresentar uma resposta imunológica 

mais adequada ao contexto em que se encontram. 
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6. Conclusões 

 

 Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o alérgeno rPoly p 5 é tóxico 

na dosagem de 2 μg/mL, sendo então válida a utilização da dose de 1μg/mL para 

todos os ensaios realizados neste estudo.  

É possível concluir também que a ineficácia do alérgeno rPoly p 5 na indução 

ou supressão da produção de NO, após tratamento em BM-M, está possivelmente 

relacionada ao fato de que este alérgeno não possui papel modulador da expressão 

de NO em macrófagos, o que corrobora com os resultados já obtidos com macrófagos 

intrapertoneais adultos (BAZON, 2021). 

A proteína alergênica rPoly p 5 promoveu aumento da quantidade de bacterias 

Gram negativas fagocitadas por macrófagos ativados mas não aumentou a 

quantidade de macrófagos com atividade fagocítica neste grupo, sugerindo que ela 

atua potencializando a fagocitose de células já em atividade, sem induzir diretamente 

este processo em células não ativadas. 

 Pelos dados de que o rPoly p 5, na dose de 1μg/mL, aumentou a expressão 

das citocinas IL-23 e IL-27 em BM-M não ativados e GM-CSF em BM-M ativados, 

podemos levantar a hipótese de que talvez a função do rPoly p 5 no veneno seja 

modular positivamente a expressão de IL-23 de modo que, sintomas relacionados ao 

aumento desta citocina se manifestem em respostas alérgicas.  

Além disso, o aumento da produção da citocina IL-23 por rPoly p 5 pode indicar 

um papel na diferenciação de outros fenótipos funcionais além de M2, enquanto o 

aumento da citocina IL-27 pode estar inibindo o desenvolvimento de resposta Th-17.  

Por outro lado, o alérgeno nesta mesma dose modula negativamente a 

expressão de MCP-1 (CCL2) em BM-M ativados, sugerindo uma resposta anti-

inflamatória para este alérgeno. 

A proteína alergênica rPoly p 5 não apresentou alterações significativas na 

produção das demais citocinas (IL-1α, IFN-γ,  IL-12p70, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-

β e TNF-α) diante do modelo experimental. 

 A modulação positiva da atividade fagocítica por rPoly p 5  e da expressão de 

GM-CSF em BM-M ativados, bem como, a redução na expressão de marcadores e 

moléculas coestimuladoras CD80 e CD86, em BM-M inativados e ativados, 

respectivamente, sugerem um papel importante deste alérgeno na polarização de 
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fenótipos funcionais de macrófagos além dos fenótipos clássicos M1 e M2. Lembrando 

que a polarização macrofágica não é estática, mas que possui a capacidade de 

integralizar diferentes estímulos e sinais e utiliza esta plasticidade para realizar uma 

resposta imunológica mais adequada para o microambiente em que os macrófagos 

se apresentam. 

A avaliação do potencial pró ou anti-inflamatório do alérgeno rPoly p 5, por meio da 

análise das respostas dos macrófagos jovens, ainda não levou a um esclarecimento 

completo sobre o papel imunomodulador desta proteína. 
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7. Considerações finais 
 

Foram apresentados dados importantes da relação rPoly p 5/imunomodulação 

sobre macrófagos diferenciados de precursores da medula óssea neste estudo. Nosso 

grupo conduziu análises em paralelo sobre linhagens tumorais (J774 e RAW 267.4) e 

macrófagos intraperitoneais de camundongos BALB/c com o objetivo de embasar 

dados obtidos e esclarecer o efeito imunológico do alérgeno antígeno 5. 

Análises adicionais, possivelmente com perfil dose-dependente e 

principalmente com perfil tempo-dependente, estão previstas para elucidar questões 

remanescentes que se formaram em relação às respostas geradas pela proteína 

alergênica neste estudo. 

Nesse sentido, ensaios comparativos de rPoly p 5 com o veneno bruto de 

Polybia paulista e outros alérgenos majoritários de seu veneno também seriam 

importantes para uma melhor compreensão do papel dos diferentes alérgenos na 

modulação de importantes componentes da imunidade inata, envolvidos nas 

respostas alérgicas ao veneno desta espécie de vespa. 
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