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RESUMO

A vespa social Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae), abundante no sudeste do
Brasil, € extremamente agressiva, sendo responsavel por diversas ocorréncias
meédicas. Estudos com os componentes alergénicos deste veneno tém ganhado
crescente interesse devido a resultados promissores de seu uso em diagnostico
laboratorial, bem como em protocolos clinicos de imunoterapia alérgeno especifica.
Dentre os componentes presentes no veneno de P. paulista, a proteina Antigeno 5
(Poly p 5) tem sido considerada um dos principais alérgenos presentes nessa espécie,
que pertence a superfamilia das proteinas secretoras ricas em cisteina (CAP). Apesar
disso, sua fungéo biologica como componente do veneno de Vespidae permanece
desconhecida. Nesse contexto, foi analisada a possivel modulagao da resposta imune
in vitro induzida pelo alérgeno Poly p 5, expresso na forma recombinante (rPoly p 5)
em levedura Komagataella phaffi (Pichia pastoris), sobre macréfagos peritoneais
extraidos de camundongos BALB/c, ativados e n&o ativados com estimulo pro-
inflamatodrio (LPS). Para isto foram analisadas, nestas células, alteracdes de
viabilidade celular, expressao da forma fosforilada de NF-kB, producéo de 6xido nitrico
(NO) e de citocinas pro-inflamatorias, além da expressdo das moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86. Os resultados indicam que rPoly p 5, na concentragéo
de 1 pyg/mL, n&o afeta a produgdo de NO e ndo modula a expressédo de moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86 em macrofagos peritoneais de camundongos, ativados
ou ndo com LPS. Entretanto, o rPoly p 5 induziu um aumento de IL-1 3 (p=0,0463) em
macrofagos n&o estimulados com LPS e uma redugéo na produgao das citocinas TNF-
a (p= 0,0297) e MCP-1 (p=0,040), quando estimulada com LPS. O alérgeno rPoly p 5
também diminuiu significativamente a produgao in vitro do da forma fosforilada p65 de
NF-kB (p=0,0463) em macréfagos, quando comparado ao grupo controle (sem LPS).
A avaliagédo do potencial proé ou anti-inflamatorio do alérgeno rPoly p 5, por meio da
analise das respostas dos macrofagos intraperitoneais de camundongos, ainda n&o
levou a uma compreensdo clara do potencial imunomodulador desta proteina.
Todavia, alguns achados podem indicar um papel importante deste alérgeno na

polarizagéo de fenotipos funcionais de macréfagos M2.

Palavras-chave: Antigeno 5; Hymenoptera; Polybia paulista; macréfagos; efeitos

inflamatorios.



ABSTRACT

The social wasp Polybia paulista (Hymenoptera, Vespidae), abundant in southwestern
Brazilian region, is extremely aggressive, being responsible for many medical
occurrences. Studies with the allergenic components of this venom have gained
increasing interest due to the promising results of its use in laboratory diagnosis, as
well as in clinical protocols of specific allergen immunotherapy. One of the most
allergenic components found in the P. paulista venom is the Antigen 5 (Poly p 5), which
belongs to cysteine-rich secretory proteins (CAP) superfamily. Despite this, its
biological function as a component of the Vespidae venom remains unknown. In this
context, the possible modulation of the in vitro immune response induced by the
allergen Antigen 5 from P. paulista venom, expressed in recombinant form (rPoly p 5)
in yeast Komagataella phaffi (Pichia pastoris), on peritoneal macrophages extracted
from BALB / ¢ mice was analyzed, activated and not activated with pro-inflammatory
stimulus (LPS). For this purpose, were analyzed, in these cells, cell viability changes,
expression of the phosphorylated form of NF-kB, nitric oxide (NO) and proinflammatory
cytokines, in addition to expression of costimulatory molecules CD80 and CD86. The
results indicate that rPoly p 5, at a concentration of 1 ug / mL, does not affect NO
production and does not modulate the expression of co-stimulatory molecules CD80
and CD86 in mouse peritoneal macrophages, activated or not with LPS. However,
rPoly p 5 induced an increase in IL-1 3 (p=0,0463) in macrophages not stimulated with
LPS and a reduction in the production of cytokines TNF-a (p= 0,0297) and MCP-1
(p=0,040), when stimulated with LPS. The rPoly p 5 allergen also significantly
decreased the in vitro production of the phosphorylated form p65 of NF- kB in
macrophages, when compared to the control group (without LPS). The evaluation of
the pro or anti-inflammatory potential of the rPoly p 5 allergen, by analyzing the
responses of the intraperitoneal macrophages of mice, has not yet led to a clear
understanding of the immunomodulatory potential of this protein. However, some
findings may indicate an important role for this allergen in the polarization of functional
M2 macrophage phenotypes.

Keywords: Antigen 5; Hymenoptera; Polybia paulista; macrophages; inflammatory
effects.
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1. Introdugao

A ordem Hymenoptera (subordem Apocrita, grupo Aculeata) é o principal grupo
que compde as maiores familias entre os insetos, sendo dividido em trés principais
familias: Vespidae (compreendendo os géneros Vespas, Vespulas e Polistes),
Formicidae (formigas) e Apidae (abelhas e mamangavas) (HOFFMAN, 2006) (Figura
1). Compreende mais de 153.000 espécies descritas e possivelmente até um milhdo
de espécies existentes ndo descritas (AGUIAR, et al.,, 2013). Como parasitoides,
predadores e polinizadores, os Hymenoptera desempenham um papel fundamental

em todos os ecossistemas terrestres e sdo de substancial importancia econémica

Figura 1. Taxonomia de Hymenoptera

Order

Hymenoptera

Suborder Apocrita

Infraorder Aculeata

Superfamily rVespoideaj FApoidea j
[

Subfamily [Myrmicinae ][ Ponerinae ]

Tribe ( Polistini ] Epiponini Solenopsidini Ponerini

[ [

Genus [ Vespula ] [ Vespa ]PJolichovespul% [ Polistes ] [ Polybia )[ Solenopsis ][Pachycondyla]

Subgenus &aravespuﬂL VespuIaJ LPoIistes J AphanilopteﬁLMyrapetraJ
| | | | T
V. squamosa V. crabro D. arenaria P. dominula P. exclamans \( P. paulista S. invicta P. chinensis
V. vidua V. magnifica D. maculata P. gallicus P. annularis P. scutellaris S. geminata
V. mandarinia P. fuscatus S. richteri
V. velutina P._metricus S. saevissima

Species V. vulgaris

V. germanica
V. pensylvanica
V. maculifrons

V. flavopilosa

(GRIMALDI, et al., 2005).

Fonte: BLANK et, al., 2020.

As ferroadas desses insetos causam reacgodes inflamatorias locais e sistémicas,
como dor, edema e vermelhiddo. Nessas reagdes, os alérgenos do veneno
desencadeiam respostas do sistema imune com a produgdo de anticorpos
especificos, bem como pela degranulagdo de mastdcitos e envolvimento de células
como macroéfagos e linfocitos (BORDON et al., 2015). A concentrag&o do veneno varia

de acordo com cada espécie e, nesse contexto, deve também ser levado em
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consideragao a quantidade de veneno ao qual a vitima foi exposta e o seu nivel de
sensibilidade individual aos alérgenos (SOLOMON et al., 2014; BILO et al., 2016). Em
estagios mais graves, a resposta imune pode levar a processos inflamatorios
sisttmicos graves (anafilaxia fatais). Além disso, as reacdes respiratérias e
circulatérias sdo comuns em quadros alérgicos (HAMILTON, 2004; SOLOMON, et al.,
2014; WOLVERTON; BEAKES; HUEBNER, 2013).

Estudos epidemioldgicos estimam que 56,6% - 94,5% das populagbes
humanas foram, pelo menos uma vez na vida, ferroadas por Hymenoptera
(ANTONICELLI, et al, 2002). A prevaléncia de reacdes alérgicas sistémicas
relacionadas ao veneno de Hymenoptera € de 0,3-8,9%, com anafilaxia ocorrendo
em 0,3—42,8% dos casos (BILO, 2011).

O Brasil abriga cerca de 320 espécies de vespas sociais que representam 57%
e 33% das espécies atualmente descritas na Ameérica Latina (552) e no mundo (974),
respectivamente (LOCHER, et al., 2014). Os dados epidemiolégicos atualmente
disponiveis sugerem que ocorrem anualmente, no Brasil, de 10 a 15 mil acidentes
com picadas de abelhas e / ou vespas. A maioria deles € causada pela vespa social
Polybia paulista (Hymenoptera: Vespidae) com 35-42 mortes registradas a cada ano
(SVS, 2017)

A vespa social Polybia paulista (P. paulista), também conhecida popularmente
como “paulistinha” é muito comum no Sudeste do Brasil, principalmente no Estado de
S&o Paulo, sendo relatada também em parte da Argentina e Paraguai (Figura 2), e
tem sido responsavel pelo crescente numero de acidentes registrados. Isto se explica
pelo fato que estas vespas se adaptaram a areas urbanas como refugio, devido ao
desmatamento das florestas, construindo seus ninhos em cidades junto as areas
residenciais (AGUIAR, 2006). Esta é uma das vespas sociais mais agressivas, sendo
responsavel por inumeros acidentes de importancia médica, o que justifica a
necessidade de caracterizagdo dos principais compostos proteicos e alergénicos de
seu veneno. Reacdes sistémicas provocadas por P. paulista representam entre 9 a
23% dos casos de reagbes de hipersensibilidade (JACOMINI, 2013; JUSTO
JACOMINI et al., 2014). Infelizmente, a grande maioria dos acidentes e a prevaléncia
de alergias a venenos de Hymenoptera foram negligenciados por décadas no Brasil,
em consequéncia da falta de dados coletados pelas instituigdes de saude e de
analises de pesquisas.
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Figura 2. Distribuigdo da vespa social Polybia paulista (paulistinha) na América do Sul.
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Fonte: PEREZ-RIVEROL, et al., 2017

1.1. Antigeno 5

Os venenos de Hymenoptera séo constituidos por uma mistura complexa de
proteinas, enzimas, peptideos biologicamente ativos e compostos de baixa massa
molecular, os quais sao responsaveis pelas dores prolongadas, edema, eritema,
reagdes alérgicas locais e sistémicas (ESHER et al., 2001; FITZGERALD, 2006,
SANTOS et al., 2007, MULLER, 2010, KARABUS, 2012). As proteinas e enzimas
alergénicas encontradas nesses venenos apresentam a propriedade de induzir o
sistema imune a produzir anticorpos com elevada especificidade, além de

desencadear sintomas alérgicos em pacientes sensibilizados (AALBERSE, 2000).

Entre os componentes presentes no veneno de P. paulista, a proteina
denominada Antigeno 5 (Ag5 - em termos gerais ou nPoly p 5 / Poly p 5-
especificamente para o alérgeno nativo do veneno P. paulista) tem sido considerada
um dos principais alérgenos presente nesta espécie, juntamente com a Hialuronidase
(Poly p 2) e Fosfolipase A1 (Poly p 1). O Ag5 representa um dos mais importantes
alérgenos de veneno em quase todas as espécies de Vespoidea relevantes para
manifestagdo de processo alérgico. Embora os alérgenos Ag5 sejam as proteinas
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mais abundantes na maioria dos venenos de Vespoidea, sua fungdo dentro dos

venenos permanece bastante inexplorada (BLANK et al., 2020).

O Ag5 de Polybia paulista (Poly p 5) apresenta massa molecular em torno de
23 kDa, com 207 residuos de aminoacidos, sendo que 8 desses residuos referem-se
a cisteinas, responsaveis pela formacao de 4 pontes de dissulfeto e ponto isoelétrico
em torno de 9,0 (CASCONE et al., 1995). Utilizando uma abordagem protedmica,
foram identificadas 7 isoformas para o Poly p 5 no veneno da vespa P. paulista. A
isoforma mais abundante foi extensivamente analisada por espectrometria de massas,
tendo assim varias de suas modificagdes pos-traducionais determinadas. Seu modelo
estrutural apresentou trés hélices-a, uma hélice 310, € quatro folhas-f3, cobrindo 28 e
17,9% de sua sequéncia (SANTOS et al., 2010; BAZON et al., 2017).

Curiosamente, uma nova alternativa para o desenvolvimento de imunoterapia
definida molecularmente foi sugerida recentemente apds a descricdo de varios
epitopos lineares de células B de Poly p 5 (SANTOS et al.,, 2014). Combinando a
técnica de sintese SPOT e a modelagem estrutural de Poly p 5, os autores
identificaram nove epitopos lineares de linfocitos B que foram imunorreativos para IgG
humana, um dos quais, o peptideo 7 (WAKTKE) que também reage com IgE humana.
O uso de peptideos sintéticos com base nos epitopos descritos pode fornecer uma
estratégia segura e eficaz para induzir tolerdncia nos pacientes alérgicos sem a
ocorréncia de efeitos adversos (INCORVAIA et al., 2016).

A proteina alergénica Ag5 apresenta sequéncia homologa com outras
proteinas de diversos tecidos, tais como proteinas de testiculos de mamiferos, tumor
de cérebro humano e folhas de plantas de tomate e tabaco. Esse antigeno pertence
a uma superfamilia denominada CAP, composta por proteinas ricas em residuos de
cisteina (CRISP), e por proteinas relacionadas a patogénese-1 (Pr-1). Em insetos que
se alimentam de sangue, como: carrapatos, moscas e mosquitos, as proteinas Ag5
sao parte de uma mistura de proteinas salivares que atuam na supressao do sistema
imunologico do hospedeiro ou na prevencgao da agregacao plaquetaria (RIBEIRO, et
al., 2003). Entretanto, a fungédo biolégica do Ag5, principalmente nos venenos de
Hymenoptera apds a ferroada, ainda permanece desconhecida. Ensaios em animais
ja demonstraram que o Ag5 n&o possui agao toxica, embora possa estar associado
as respostas de hipersensibilidade (BILO; BONIFAZI, 2009; DEMAIN; MINAEI;
TRACY, 2010).
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Os alérgenos Ag5 sado valiosos marcadores para discriminar alergia entre
abelhas da espécie Apis melifera e alergia provocada por diferentes vespas. Embora
uma proteina semelhante ao Ag5 tenha sido identificada em nivel transcriptémico nas
glandulas de veneno de abelhas de inverno (e n&o encontrado nas abelhas de verao),
o produto da proteina codificada ndo mostra reatividade cruzada com o Ag5 de
Vespula vulgaris VAN VAERENBERGH et al., 2013). Em contraste, os alérgenos Ag5
de varias espécies de Vespoidea exibem elevada identidade de sequéncia
aminoacidos, similaridade estrutural e reatividade cruzada, ambas mensuradas pelos
testes de imunoglobulina especifica (sIgE) e ativagao de basdfilo (SCHIENNER et al.,
2017). Portanto, as proteinas Ag5 nao sao alergénicas confiaveis para diferenciar na
identificac&o entre o processo alérgico promovidas entre espécies de vespas. Até o
momento, apenas os alérgenos Ag5 de Vespula vulgaris (Ves v 5) e Polistes dominula
(Pol d 5) estdo comercialmente disponiveis para diagnosticos de rotina (BLANK et al.,
2020).

A alergenicidade do Ag5 de venenos de Hymenoptera e a falta de
conhecimento sobre suas possiveis atividades enzimatica ou outras atividades
fisioloégicas tém incentivado esforgos para a produgdo heteréloga desse alérgeno.
Além de auxiliar no diagndstico de alergia e imunoterapia, as formas recombinantes
do Ag5 poderiam ser utilizadas em diferentes ensaios para caracterizagao estrutural
e funcional. O entendimento da acao desta proteina sobre células do sistema imune
€ uma abordagem pouco explorada na literatura e que se faz necessaria para
compreensao de sua atividade. O estudo e a caracterizacdo de diferentes
componentes proteicos de venenos de insetos se tornam muito importante para que
seja possivel a melhoria dos métodos diagnosticos, proporcionando um entendimento
mais preciso, tanto dos padrdes de especificidade, como de reatividade cruzada entre
os diferentes alérgenos (MULLER, 2010).

1.2. Reagoes de hipersensibilidade aos venenos de vespa

As reagbes alérgicas sdo descritas como reagdes de hipersensibilidade
iniciadas por mecanismos imunolégicos (TANNO et al., 2015). Reagdes de
hipersensibilidade generalizada podem ocorrer a partir de minutos apos a ferroada e
se apresentam como prurido, urticaria, angioedema, nauseas, vomitos, diarreia,

rinoconjuntivite, broncoespasmo, hipotensédo, colapso cardiovascular e inconsciéncia
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que podem ser observadas em individuos alérgicos (de GRAAF et al., 2009). Em geral,
0s venenos de vespas podem promover a reagao de hipersensibilidade tipo |, cuja
resposta € dependente de IgE. A hipersensibilidade do tipo | € uma resposta imediata,
caracterizada por uma reagdo antigeno-anticorpo, tendo como consequéncia
alteracdes teciduais e vasculares. (DE GRAAF et al., 2009; TANNO et al., 2015).

Em individuos alérgicos, uma unica ferroada podera desencadear reagdes
graves e fatais (BLANK et al., 2019). Essas rea¢des mediadas por IgE dependem de
uma etapa inicial de sensibilizagdo. Durante o encontro com componentes alérgicos
do veneno por meio da ferroada, introduzindo os alérgenos do veneno no organismo.
Células apresentadoras de antigenos, como células dendriticas, linfécito B ou
macrofagos, incorporam, processam e, subsequentemente, apresentam os alérgenos
aos linfécitos T CD4 + virgens, por meio de moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC) classe Il e receptores de linfécitos T (TCR). Esses
linfécitos T se diferenciam em células efetoras Th1, Th2 ou Th17 ou assumem uma
funcao reguladora como linfécitos T reguladores (Treg). A troca de classe de linfocito
B e a diferenciagcdo em células plasmaticas produtoras de IgE sdo induzidas pelas
citocinas IL-4 e IL-13, que sado secretadas por linfécitos Th2 maduros. Apds a
sensibilizagdo, a reagao alérgica podera ocorrer se o0s receptores para a fragéo
cristalizavel (Fc) épsilon | (FceRlI) na superficie dos mastocitos e basofilos, ancorados
com anticorpos IgE especificos para alérgenos, forem reticulados durante um
encontro posterior com os alérgenos. Isso, por sua vez, leva a degranulagdo de
mastocitos e basodfilos e a secregao de compostos pro-inflamatorios, como histamina,
proteases, citocinas e mediadores lipidicos. Esta mistura de compostos imunolégicos
ativos leva a indugédo de sintomas alérgicos em pacientes suscetiveis (RINDSJO et
al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Reacdo de Hipersensibilidade do tipo | - Na primeira exposicdo a um alérgeno em um
individuo suscetivel, células apresentadoras de antigeno processam e apresentam epitopos de
alérgeno com complexo de histocompatibilidade principal (MHC) Il para linfécitos T auxiliares. As
células B também processam e apresentam o mesmo epitopo de alérgeno ao linfécitos Th2, que
liberam as citocinas IL-4 e IL-13 para estimular a proliferagéo e diferenciagcdo em células plasmaticas
secretoras de IgE. As moléculas de IgE se ligam aos mastécitos com sua regido Fc, sensibilizando os
mastocitos para ativagdo com subsequente exposigédo ao alérgeno.
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Fonte: Adaptado de https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/hypersensitivities/

Usualmente os diagnosticos de alergia sdo baseados na detecgdo de IgE
especifica ao veneno, na pele e/ou no sangue do individuo alérgico. No entanto, as
vezes eles sao dificultados por respostas falso-negativas que podem ocorrer em
funcdo da baixa quantidade de IgE detectado e pelo baixo nivel de sensibilidade do
teste Radioallergosorbent (RAST). Além disso, os soros de pacientes sensibilizados
podem apresentar multiplas reatividades (30-50%) e apresentar reagdes cruzadas
com outros venenos de Hymenoptera (60-70%) (KRISHNA et al., 2011). Essas
reagdes podem ocorrer devido a varios fatores, como niveis elevados de IgE
especifica, independente da sensibilizagdo a cada veneno; anticorpos IgE com
reatividade cruzada com proteinas homologas presentes em venenos ou pela ligagao
de anticorpos IgE a regides determinantes de carboidratos (CCDs) (MOITINHO et al.,
2020).
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A imunoterapia especifica para veneno (VIT) & atualmente a unica terapia com
a inducédo de tolerancia, mas sua eficacia depende da identificagao correta do inseto
e do componente alergénico que faz parte do veneno. No entanto, em alguns
pacientes, ndo é possivel realizar um diagnostico adequado, apesar de anamnese
completa, testes de alergia cutédnea, dosagem de IgE especifica (slgE) para extratos
de veneno total e testes celulares como, por exemplo, o teste de ativagao de basofilos
(BAT) (BILO et al., 2019). Um dos principais obstaculos para se obter um tratamento
eficaz para as respostas de hipersensibilidade estd na ocorréncia de reacdes
inespecificas ou ndo definidas, ou seja, quando o paciente apresenta uma reagao
alérgica cruzada entre diferentes alérgenos de venenos de vespas, de vespa e abelha,
ou ainda entre vespa e formiga. Isso ocorre, como mencionado acima, devido a alta
similaridade entre as sequencias primarias das proteinas alergénicas (BALDACCI;
OMENAAS; ORYSZCZYN, 2001). Uma abordagem para resolugéo destes problemas
€ melhorar os diagnosticos resolvidos por componentes (CRD) adicionando novos
alérgenos recombinantes a paleta de diagndstico (BLANK et al., 2020).

Até o momento, o CRD aumentou a sensibilidade da detecgdo de slIgE e
possibilitou a discriminagdo entre a sensibilizacdo primaria e a reatividade cruzada,
particularmente em pacientes com sensibilizagao tanto ao veneno de abelha quanto
ao veneno de vespa. Portanto, o CRD melhora a selecdo da intervengao
imunoterapéutica apropriada. Além disso, o conhecimento detalhado sobre os perfis
de sensibilizacdo em nivel molecular pode abrir novas opg¢des para identificar
pacientes que apresentam maiores riscos de efeitos colaterais ou ndo respondem a
imunoterapia (BLANK et al., 2018).

Apesar da grande diversidade de Hymenoptera social identificada no Brasil,
nenhum material alergénico definido por componente esta disponivel para o
diagnostico especifico de alergia. Atualmente, o diagnostico do HVA (Hymenoptera
Venom Allergy) é baseado na utilizacdo de extratos brutos de veneno de espécies

nativas ou de alérgenos comercializados provenientes de insetos do Hemisfério Norte.

O uso de venenos brutos aumenta a incidéncia de reatividade cruzada devido
a presenca de determinantes de carboidratos de reatividade cruzada (CCDs)
(MERTENS et al., 2010). Enquanto isso, o diagnodstico de pacientes brasileiros é,
muitas vezes, realizado com alérgenos de Hymenopteros de outras regides, utilizando

extratos comerciais de vespas endémicas da Europa ou América do Norte, que podem
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levar a diminuicdo na sensibilidade, comprometendo assim a eficacia e o perfil de
segurancga da imunoterapia especifica (SIT). A inclusdo de alérgenos nao relevantes
na imunoterapia leva a sensibilizagcdo nao especifica dos pacientes e pode causar
efeitos colaterais sistémicos com risco de vida (BONIFAZI| et al., 2005). A incidéncia
de efeitos colaterais adversos durante a imunoterapia foi estimada em 25,1% e 5,8%
para os venenos de abelhas e vespideos, respectivamente (INCORVAIA et al., 2011).
De modo geral, esses fatos impéem desafios significativos para o objetivo de diminuir
a morbidade associada a acidentes com ferroadas e alergia a venenos de
Hymenoptera no Brasil.

A diversidade de substancias que compdem os venenos, bem como o escasso
conhecimento do potencial imunoldgico de seus componentes alergénicos, a exemplo
da proteina Antigeno 5, torna relevante a realizagdo de mais estudos que venham
elucidar todos os processos envolvidos tanto na sensibilizagado do individuo ferroado,
bem como, na busca de definir métodos de imunoterapia visando a supresséo da
alergia (STEEN et al., 2005).

1.3. Macréfagos

O sistema imunoldgico tem sido tradicionalmente dividido em componentes
inatos e adaptativos, cada um com uma fung¢do e papel diferentes (DUQUE et al.,
2014).

A imunidade inata € caracterizada pelo rapido reconhecimento dos
microrganismos, porém, esse reconhecimento é pouco detalhado, pois é considerado
mecanismo de baixa especificidade devido a sua natureza estereotipica (ag&do similar
contra todos os antigenos) (CRUVINEL et al., 2010).

A imunidade adaptativa baseia-se em reagdes antigeno-anticorpo especifica
através de linfécitos T e B, e € somente ativada apds o primeiro contato com o agente
estranho ao organismo, desenvolvendo assim uma memoéria imunologica. Portanto,
exposi¢cdes subsequentes levam a reacdo mais rapida e intensa, mas nao imediata
(LIMA et al., 2007).

Moléculas como lipopolissacarideos, residuos de manose e acidos teicoicos,

comumente encontradas na superficie de microrganismos, constituem Padrdes
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Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) e ativam a resposta imune inata, por
interacdo com diferentes receptores conhecidos como Receptores de
Reconhecimento de Padrées (PRRs), dentre os quais a familia dos receptores “Toll-
like” (TLRs). Essa interagdo € semelhante a complementaridade entre antigeno e
anticorpo ou entre antigeno e receptor de linfocitos T (TCR), mas, nesse caso, ndo ha
diversidade nem capacidade adaptativa para a geragdo de novos receptores ou
reconhecimento de novos padrées moleculares que ndo aqueles ja programados no
codigo genético (CRUVINEL et al., 2010).

Mondcitos e macréfagos teciduais em suas diversas formas compdem o
sistema de fagocitos mononucleares (ABBAS, et al., 2018). As células do sistema
fagocitario mononuclear se originam na medula d&ssea, circulam no sangue,
amadurecem e se tornam ativados em varios tecidos. O primeiro tipo de célula que
entra no sangue periférico, apds deixar a medula, ndo € completamente diferenciado
e é chamado de mondcitos. Quando o mondécito atinge o tecido extravascular, ele
sofre transformag&o em uma célula fagocitica maior, o macrofago. Além de aumentar
a atividade fagocitica, os macréfagos tém o potencial de serem ativados, um processo
que resulta em aumento do tamanho da célula, aumento da producado de enzimas
lisossomais, metabolismo mais ativo e maior capacidade de fagocitar e matar
microrganismos ingeridos (FUJIWARA et al., 2005).

Uma vez que se instalam nos tecidos, essas células amadurecem e se tornam
macrofagos. Os macréfagos podem apresentar diferentes morfologias e propriedades
funcionais apos a ativagao por estimulos externos, incluindo microrganismos. Alguns
desenvolvem citoplasma abundante e s&do chamadas de células epitelidides devido a
semelhanga morfolégica com as células epiteliais da pele. Os macrofagos ativados
podem se fundir para formar células gigantes multinucleadas. As células epiteliais e
as células gigantes multinucleadas sdo o principal componente celular dos
granulomas, um fendtipo tipico da inflamagdo cronica. Os macrofagos sé&o
encontrados em todos os 6rgaos e tecidos conjuntivos e nomeados para designar sua
localizagdo, como células microgliais no sistema nervoso central, células de Kupffer
no figado, macrofagos alveolares no pulméao e osteoclastos no osso (KOBAYASHI et
al., 1996).

Os macrofagos tém pelo menos trés fungdes principais: apresentagcdo de
antigenos, fagocitose e imunomodulagdo (FIRESTEIN et al., 2004). As respostas



27

funcionais dos macrdéfagos na defesa do hospedeiro consistem em etapas
sequenciais: recrutamento ativo das células para o local da infecg¢ado, reconhecimento
de microrganismos, fagocitose e destruicdo de microrganismos ingeridos. Além disso,
os macréfagos produzem moléculas biolégicas ativas que desempenham muitos

papéis importantes nas respostas imunes inatas e adaptativas.

As células apresentadoras de antigenos (APC) funcionam para exibir antigenos
para reconhecimento pelos linfécitos e para promover a ativagao dos linfocitos. As
células apresentadoras de antigenos incluem células dendriticas e mondocitos /
macrofagos. (FUJIWARA et al., 2005).

Os macréfagos expressam receptores que ativam as células para produzir
citocinas, substéncias microbicidas e receptores que estimulam a migragdo /
quimiotaxia das células para os locais de infecgdo. Estes incluem receptores de
manose, receptores “scavengers”, receptores para opsoninas, receptores acoplados
a proteina de transmembrana e receptores TLRs (FUJIWARA et al., 2005).

O receptor de manose € uma lectina de macréfago que se liga a residuos
terminais de manose/fucose de glicoproteinas e glicolipidios nas paredes das células
microbianas. Os receptores para opsoninas promovem a fagocitose de
microrganismos revestidos com varias proteinas, incluindo anticorpos, proteinas do
complemento e lectinas. Receptores Fc e receptores de complemento de macréfagos
contribuem para o processo mediado por opsonina. Sete receptores acoplados a
proteina de transmembrana G sdo expressos em leucocitos, reconhecem microbios e
certos mediadores que sao produzidos em resposta a infecgbes e funcionam
principalmente na migracdo / quimiotaxia de leucdcitos para locais de infec¢ao
(TAKAEDA et al., 2003).

TLRs sdo uma familia de proteinas transmembrana que atuam como
receptores de reconhecimento de padrdes para uma variedade de moléculas
derivadas de microrganismos e estimulam respostas imunes inflamatorias / inatas aos
microrganismos que expressam PAMPs. PAMPs que estimulam TLRs incluem
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas (TLR4), peptidoglicano, acido
lipoteicdico e lipoarabinomanano de bactérias gram-positivas (TLR2), flagelina (TLRY5)
e motivos CpG nao metilados (TLR9) (TAKAEDA et al., 2003).



28

A via de sinalizagdo predominante usada pelos TLRs resulta na ativagdo de
uma complexa cascata bioquimica. Essa interacdo promove o recrutamento de
proteinas quinases como o Fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) e quinase 1
associada ao receptor de interleucina-1 (IRAK) que culmina da ativagdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB) (FUJIWARA et al., 2005).

Os genes que s&o expressos em resposta a sinalizagdo de TLR codificam
proteinas importantes em componentes da resposta imune inata. Estes incluem
citocinas pro-inflamatorias [interleucina (IL) -1, IL-12 e fator de necrose tumoral a
(TNF-a)], moléculas de ades&o endotelial e proteinas envolvidas em mecanismos
microbicidas iINOS (6xido nitrico sintase induzivel) (FUJIWARA et al., 2005).

1.3.1 Fenétipos funcionais de macréfagos

O microambiente em que um macrofago é encontrado fornece diversos sinais
que desviam de forma divergente o fendtipo do macréfago para "classicamente
ativado" (M1) ou "alternativamente ativado" (M2a, M2b ou M2c) (VANDEN EIJNDEN
et al., 2005).

Os sinais de polarizagcéo podem ser células apoptéticas, horménios, complexos
imunes ou citocinas fornecidas por linfécitos ou outras células. A exposicao de
monaocitos naive ou macrofagos recrutados a citocinas Th1, como IFN-y, TNF-a ou
LPS, promove o desenvolvimento de M1. Esses macréfagos, por sua vez, secretam
citocinas pro-inflamatérias TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 e promovem o
desenvolvimento de linfocitos Th1. Além disso, os macrofagos M1 secretam altos
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS), produzem e secretam iNOS e promovem o metabolismo da arginina em oxido
nitrico e citrulina. Como resultado, os macrofagos M1 promovem um ambiente
altamente microbicida e tém um papel na mediagdo da destruicdo de patdogenos e
células tumorais (DUQUE et al., 2014).

As quimiocinas derivadas de M1 ajudam a recrutar células NK (Natural Killer) e
Th1. Em contraste, a exposigdo ou o tratamento de mondcitos com IL-4 e IL-13
polariza essas células em direcdo a um fenotipo M2a (GUNDA et al., 2013). Esses
macrofagos expressam uma seérie de quimiocinas que promovem o acumulo de

linfocitos Th2, eosindfilos e basdfilos. Os macréfagos M2b s&o induzidos por pela
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combinagao de LPS, complexos imunes, células apoptoticas e IL-1Ra. Eles secretam
altos niveis de IL-10, mas também citocinas pré-inflamatérias TNF-o e IL-6 e
expressam iNOS. Por meio da produc¢do de quimiocinas, os macréfagos M2b também
promovem o recrutamento de eosindfilos e linfocitos T reguladores (Tregs) que
promovem uma resposta Th2. Os macrofagos M2c sao induzidos por uma
combinagdo de IL-10, TGF-B e glicocorticoides. Por sua vez, esses macréfagos
secretam IL-10 e TGF-B, ambos citocinas imunossupressoras que promovem o
desenvolvimento de linfocitos Th2 e Tregs. Eles também expressam altos niveis de
arginase e promovem a regeneracgao de tecidos e angiogénese (ZHANG et al., 2010).

A capacidade dos macrofagos M2c de induzir Tregs os torna mais eficazes do
que os macréfagos M2a na protegcado de 6rgaos de lesdes causadas por infiltrados
inflamatorios (LU et al.,, 2013). O enviesamento de macréfagos é reversivel. Por
exemplo, se um macrofago M1 recebe células apoptoticas, ele pode se transformar
em um macréfago M2. Esquema ilustrado na Figura 4.

Figura 4. Perfis fenotipicos de macrofagos. Ao encontrar diferentes estimulos, os mondcitos se
transformam em macréfagos altamente microbicidas (M1) ou imunossupressores (M2). Os estimulos
podem variar de substancias provenientes de microrganismos a sinais bioquimicos fornecidos pelo
microambiente de um determinado tecido.

M2a __ Citocinas:
N / IL-10, TGF-
' Arginase B, IL-1Ra
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CCL8, CCL9, Quimiocinas:
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IL-10, TGF- B

7
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/M cicatricial de feridas e reparo de
tecidos
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Fonte: Adaptado de Duque et al., 2014.
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As citocinas IL1, IL6, IL-12 e TNF-a possuem potencial inflamatério, enquanto
as IL-10 e TGF- 3 atuam na modulagéo e inibicdo da resposta imune. O gene que
codifica a enzima iINOS € controlado pelo fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-
kB), o qual desempenha papel fundamental em respostas inflamatorias (PAHL, 1999;
PFEILSCHIFTER et al., 1996). Os fatores de transcrigao sao proteinas que se ligam
ao promotor e ao enhancer dos genes promovendo uma coordenagao da iniciagdo da
transcrigdo génica (XIAO, 2004). O NF-kB é um fator de transcricdo, envolvido na
resposta imunolégica, que regula expressdao de genes essenciais Nno processo
inflamatorio e na defesa do organismo, além de ter participagdo na sobrevivéncia e
proliferagdo celular (XIAO, 2004). Sabe-se que uma grande variedade de estimulos
leva a ativagdo do NF-kB, como, por exemplo, citocinas (TNF-a e IL-1), LPS, infecgbes
virais e estresse oxidativo (ABBAS, et al., 2012; BOCHUD & CALANDRA, 2003).

A avaliag&o do potencial pr6 ou anti-inflamatoério do Antigeno 5, pela analise da
sua capacidade de estimular a produgao de oxido nitrico e/ou secrecao de citocinas €

de relevancia na compreensao do potencial imunomodulador dessa proteina.

1.4 Citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias

Citocinas e quimiocinas sao potentes moléculas de sinalizacdo e sio tao
importantes para a vida quanto os horménios e neurotransmissores. Sao proteinas de
baixa massa molecular que medeiam a comunicagao intercelular e sao produzidas por
muitos tipos de células, principalmente células do sistema imunoldgico. Elas foram
descobertas entre os anos 60-70, e atualmente, mais de 100 proteinas diferentes sao
conhecidas como citocinas (DINARELLO et al., 2007).

Essas moléculas orquestram uma variedade de processos que vao desde a
regulacdo da inflamacgao local e sistémica até a proliferagdo celular, metabolismo,
quimiotaxia e reparo de tecidos. A funcao primaria das citocinas € regular a inflamacgéao
e, como tal, desempenham um papel vital na regulagdo da resposta imunoldgica.
Existem citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias (DUQUE et al., 2014).

A superficie celular possui um receptor especifico para cada tipo de citocina.
Quando ocorre a ligagao, inicia-se uma cascata de sinalizagao celular que afeta a

funcdo da célula e regula positivamente e negativamente varios genes e seus fatores
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de transcricdo, resultando na producdo de outras citocinas, aumento no numero de
receptores de superficie para outras moléculas ou, eventualmente, na supressao do

préoprio efeito da citocina.

Cada citocina é produzida por uma populacdo de células em resposta a
diferentes estimulos; eles induzem uma série de efeitos agonistas, sinérgicos ou
antagobnicos que alteram funcionalmente as células-alvo. Uma caracteristica primaria
da biologia das citocinas € a redundancia funcional: diferentes citocinas compartilham
funcdes semelhantes. Além disso, as citocinas sao pleiotrépicas, uma vez que atuam
em muitos tipos de células diferentes, e as células podem expressar mais de um
receptor para uma determinada citocina. Generalizar o efeito de uma citocina
particular € virtualmente impossivel. As citocinas sao classificadas como paracrinas,
autocrinas e enddcrinas. A maioria das citocinas tem vida curta e age localmente de
maneira autocrina e paracrina. Apenas algumas citocinas presentes no sangue, como
eritropoietina (EPO), fator transformador de crescimento beta (TGF-B) e fator
estimulador de colénia de mondcitos (M-CSF), sdo capazes de agir a distancia
(DUQUE et al., 2014).

As citocinas sao essenciais para as fungdes dos macrofagos, que medeiam o
desencadeamento de uma resposta imune eficaz, permite a interacdo entre a
imunidade inata a adaptativa e influenciam o microambiente do macréfago (HUYNH
et al., 2007). A seguir estéo listadas algumas das principais citocinas moduladoras da
resposta imune, dentre as quais: TNF-q, IL-6, IL-1B, IL-1a, IL-12, IFN- v, IL-10, GM-
CSF e MCP-1.

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma glicoproteina de 185 aminoacidos
que foi inicialmente descrita por sua capacidade de induzir necrose em certos tumores
e pela estimulacdo da fase aguda da resposta imunoldgica. Essa potente citocina
pirogénica é uma das primeiras a ser liberada em resposta a um patégeno, podendo
exercer seus efeitos em diversos 6rgaos, sendo uma das responsaveis pelo choque
séptico (BEUTLLER et al., 1999). O TNF-a € um poderoso agente pré-inflamatério que
regula a fungéo dos macréfagos. E rapidamente liberado apés trauma, infecgéo ou
exposicdo a LPS derivado de bactérias e demonstrou ser um dos mediadores
precoces mais abundantes no tecido inflamado (FELDMANN et al., 1994). Dentre as
varias fungdes esta o seu papel central em orquestrar a produgado de cascata de
citocinas inflamatorias, sendo considerado um "regulador mestre" (MAINI et al., 1995).
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Além das citocinas pro-inflamatorias, o TNF-a também aumenta os mediadores de
transducdo de sinal lipidico, como prostaglandinas e fator de ativagdo plaquetaria
(VASSALI, 1992).

IL-6 € uma citocina que se destaca por sua acao pleitropica, possui fungoes
pré-inflamatérias e anti-inflamatérias que afetam processos que vao desde a
imunidade até o reparo e metabolismo do tecido. A IL-6 pode ser secretada por varios
tipos celulares, como macrofagos ativados, adipdcitos e células musculares
esqueléticas (FEBBRAIO; PEDERSEN, 2002), atuando tanto na imunidade inata
quanto na adaptativa. A producgao de IL-6 pode ser estimulada por citocinas como IL-
1B e TNF-a. Na imunidade inata, atua como estimulo para a producao de neutréfilos
e de proteinas de fase aguda; ja na imunidade adaptativa, atua na diferenciagédo de
linfocitos B em plasmocitos, sendo também fator de crescimento de plasmécitos
neoplasicos (YOON et al., 2009). A IL-6 pode ser considerada também uma citocina
anti-inflamatéria, inibindo a liberacédo de IL-13 e TNF-a e favorecendo a produg¢ao do
receptor de TNF-a soluvel. Por estas razdes, a IL-6 tem sido considerada também
uma citocina regulatoria. Semelhante ao TNF-a e a IL-1B3, a IL-6 € um pir6geno
endogeno que promove febre e a produgéo de proteinas de fase aguda do figado, sua
sinalizacdo também leva ao recrutamento de mondcitos para o local da inflamagao
(HURST et al., 2001), promove a manutengao das células Th17 e inibe a apoptose
dos linfocitos T e o desenvolvimento de Tregs (SCHELLER et al., 2011).

Trés formas de IL-1 s&o conhecidas: IL-1q, IL-1 e IL-1Ra. Embora IL-1a e IL-
1B sejam fortemente pro-inflamatérias, desempenham muitas das mesmas fungdes e
se ligam ao receptor de IL-1 (IL-1R), ha apenas 25% de homologia de aminoacidos
entre eles. Da mesma forma que o TNF-q, a IL-13 também é um pirégeno endégeno
que é produzido e liberado nos estagios iniciais da resposta imune a infecgdes, lesdes
e estresse. Embora mondcitos e macrofagos sejam as principais fontes de IL-183, ela
também é liberada por células NK, linfécitos B, células dendriticas, fibroblastos e
células epiteliais. Durante a inflamagao, IL-1B estimula a producdo de proteinas de
fase aguda do figado e atua no sistema nervoso central induzindo febre e secregéo
de prostaglandinas. Nos mastdcitos, a IL-18 induz a liberagédo de histamina, que por
sua vez provoca vasodilatacdo e inflamacao localizada. E também um quimioatraente
para granulécitos, melhora a expansao e diferenciagdo de células T CD4 e aumenta

a expressao de moléculas de adeséao celular em leucécitos e células endoteliais. Além
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disso, a IL-13 aumenta a expresséo dos genes que a produzem (DUQUE et al., 2014).
Em baixa concentracdo, a IL- 18 atua como mediadora de inflamagéao local, agindo
nas ceélulas endoteliais, aumentando a expressao de moléculas de superficie que

medeiam a adesao de leucdcitos, como ligantes para integrinas (SIMS et al., 1994).

A familia de citocinas IL-12 é responsavel pela geragéo de linfocitos T (Th1), e
sua secrecao tem sido associada a imunidade inata, bem como ao desenvolvimento
de imunidade adaptativa caracterizada pela indu¢do da producdo de IFN-y. IL-12 é
composta por duas subunidades covalentemente ligadas, IL-12p35 e IL-12p40.
Quando expressas em conjunto, a IL-12p70 bioativa & formada. Os principais alvos
celulares da IL-12 sdo as células T e as células NK. A acéo da IL-12 nos linfécitos T e
nas células NK tem varios efeitos: por um lado, os macrofagos sao ativados pelo IFN-
y para produzir NO sintase e, subsequentemente, liberar espécies reativas de
nitrogénio. Isso resulta em um aumento da fung¢ao fagocitica e inflamacéo local. Por
outro lado, a IL-12 conduz o desenvolvimento de células T naive para células Th1 e
impede a diferenciagdo de Th2 (ZUNDLER et al., 2015). Dois novos membros das
citocinas da familia IL-12 foram também caracterizados, IL-23 e |L-27 (BEADLING et
al., 2006).

O Interferon-y (IFN- y), que originalmente foi chamado de fator de ativagéo de
macrofagos, quando estimula macrofagos induz mecanismos antitumorais e
antimicrobianos e age também regulando positivamente o mecanismo de
processamento da apresentagdo de antigenos (SCHRODER et al, 2004).) E uma das
citocinas mais importantes nas respostas imunes inatas e adaptativas (YOUNG et al.,
2017). Sob a condicdo de estresse ou infecgdo por patégeno pode aumentar a
ativacdo de macrofagos, induzindo alto nivel de citocinas pré-inflamatérias e baixo
nivel de citocinas anti-inflamatérias para promover a inflamacéo inata e resposta
imune subsequente, enquanto aumenta a capacidade fagocitica do macrofago e
potencial citolitico para eliminar o patégeno intracelular invasor (RAETZ et al., 2013).
Este efeito do IFN-y € comumente referido como atividade de priming, e a ativagao de
macrofagos assistida por IFN-y € chamada de ativagdo classica de macréfagos
(MURRAY et al., 2011). Inicialmente, entendia-se que o INF-y era uma citocina
produzida por linfécitos T, no entanto existem evidéncias que seja secretada também
por linfocitos B, NK e apresentadoras de antigenos profissionais (APCs; Antigen
Presenting Cells) (FRUCHT et al., 2001). Em geral, a secrecéo por APCs e células NK
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esta relacionada com respostas iniciais contra infecgcdes, enquanto que, a secregao

por linfécitos T ocorre na resposta imune adaptativa (SCHRODER et al., 2004).

A IL-10 é uma importante citocina que atua para conter a inflamacao,
suprimindo diversas fungdes de células NK, linfécitos T e inibindo a producédo de
citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a, IL-6 e IL-13, por macréfagos ativados e
colaborando para manter a homeostase do tecido (ROSSOL et al.,, 2011). Sua
secregao se sobrepode a de IL-6 e TNF-a, embora a secrecio de IL-10 tenha pico em
um ponto um pouco mais tarde (STANLEY et al., 2012). IL-10 suprime a expressao
de MHC-Il em macréfagos ativados e €, portanto, um potente inibidor da apresentacéo
de antigenos, além de diminuir a proliferagdo de linfocitos Th1 e induzir um perfil Th2
(TRINCHIERI, 2007).

A proteina-1 quimioatraente de monécitos (MCP-1 / CCL2) € um membro da
familia das quimiocinas C-C e um potente fator quimiotatico para monécitos. O CCL2
é produzido por muitos tipos de células, incluindo células endoteliais, fibroblastos,
monociticas e microgliais (BARNA et al., 1994). Essas células sdo importantes para
as respostas imunes antivirais na circulagao periférica e nos tecidos. No entanto,
monaocitos / macrofagos sdo considerados a principal fonte de CCL2, regulando a
migracdo e infiltragdo de mondcitos, linfécitos T de memoria e células NK
(DESHMANE et al., 2009).

O fator de crescimento estimulador de macrofagos e granulécitos (GM-CSF) é
uma glicoproteina monomeérica que funciona como uma citocina (CRUZ et al., 2014).
O GM-CSF estimula as células-tronco a produzirem granuldcitos (neutrofilos,
eosindfilos e basofilos) e mondcitos. Quando amadurecem em macrofagos e células
dendriticas, os mondcitos saem da circulagdo e migram para o tecido causando uma
alteracdo dos receptores expressos na superficie das células. Assim, faz parte da
cascata imune / inflamatdria, pela qual a ativacdo de um pequeno numero de
macrofagos pode levar rapidamente ao aumento de seu numero, processo crucial
para o combate a infecgdo. GM-CSF é produzido por diversos tipos celulares incluindo
macrofagos, células de mastdcitos, células T, fibroblastos e células endoteliais
geralmente em resposta a ativagdo imunologica e citocinas mediadoras da
inflamacéo: IL-1, IL-6 e TNF-a (GASSON, 1991).
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1.5 Moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86

As moléculas CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) sdao moléculas co-estimuladoras
melhor caracterizadas, sendo expressas predominantemente na superficie das APC
(HATCOCK et al., 1994). Como proteinas transmembranares na superficie de APCs,
CD80 e CD86 tém fungédo em exibir tanto o reconhecimento dentro da resposta inata
quanto a ativagao da resposta adaptativa. CD80 e CD86 s&o membros da familia das
imunoglobulinas (IgSF), expressos por células hemopoiéticas, incluindo mondcitos,
macrofagos, DCs e células B (CARRENO et al., 2002).

CD80 & uma glicoproteina hidrofobica de tipo I, de 55 kDa, e com um dominio
citoplasmatico curto de 19 aminoacidos. Por outro lado, CD86 é uma glicoproteina de
membrana do tipo 1, de 70kDa, composta por um dominio citoplasmatico estendido
(GREENFIELD et al., 1998). Lim et al, demonstrou, em niveis basais, os macréfagos
expressam baixos niveis de CD80 e expressam constitutivamente CD86, mas ambas
as moléculas podem ser induzidas apos estimulagdo de LPS ou IFN-y (LIM et al.,
2005).

Além das diferencgas relacionadas a cinética de ligacdo de CD80 e CD86 aos
seus receptores, um numero relevante de estudos tem questionado a equivaléncia
dos efeitos co-estimuladores gerados por estas duas moléculas com resultados
contrastante frente ao papel funcional desempenhado por CD80 e CD86 na ativagao
de linfécitos T, sugerindo diferengas de natureza qualitativa e quantitativa entre as
duas moléculas ( FIELDS et al., 1998; BOYLAN et al., 1999; LANG et al., 2002; XIANG
et al., 2008).

Dois sinais s&o necessarios para a ativacao de linfécito T. O primeiro é o
antigeno-dependente e requer que a molécula de MHC apresente antigeno para o
receptor de linfocitos T. A segunda € a ligagdo de CD80 ou CD86 no receptor CD28
na superficie dos linfocitos T (BUGEON et al., 2004). Apos a interagdo CD80 / CD86-
CD28, os linfécitos T sao ativados, proliferam e se diferenciam para adquirir fungoes
efetoras (ALEGRE et al., 2001). Eles também fornecem ajuda para outras células,
como linfécitos B e células NK, para iniciar uma resposta imune adaptativa (ALEGRE
et al., 2001). Os linfécitos T ativados produzem citocinas por meio da indugédo de
genes de citocinas e estabilizagdo do mRNA (LINDSTEIN et al., 1989).
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Além de interagir com o CD28, as moléculas CD80 e CD86 (B7) também podem
se ligar a proteina T-linfocito-associada citotéxico 4 (CTLA-4), também conhecido
como CD152, iniciando um sinal inibitério, regulando negativamente a proliferacéo de
linfécitos T (WANG et al.,, 2006). Esta ligacdo leva a inativagdo dos linfocitos T,
interrompendo a resposta imune e ocorre com cerca de 20 vezes mais avidez do que
a ligagcdo de CD80 e CD86 (B7) a CD28 (LIM et al., 2002). CTLA-4 compartilha 30%
de homologia com CD28, mas tem uma afinidade maior para seus ligantes,
preferencialmente interagindo com CD80 / CD86 para encerrar uma resposta imune
(ALEGRE et al., 2001). O CTLA-4 atua reduzindo a produgao de IL-2 e a expressao
do receptor de IL-2 e prendendo os linfocitos T na fase G1 do ciclo celular (KRUMEL
et al., 1995).

1.6 Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) € um gas extremamente instavel, originado pela agédo da
iINOS (6xido nitrico-sintase induzivel) sobre a L-arginina em macréfagos ativados. Por
ser uma molécula altamente reativa, o NO interage com os microrganismos, alterando
as propriedades de moléculas vitais para sua sobrevivéncia e favorecendo a sua
eliminagdo. No entanto, a produgao excessiva de NO pode levar a destruicido de
tecidos sadios do hospedeiro e ao desenvolvimento de doengas inflamatorias cronicas
(GREEN et al., 1990).

A enzima iNOS geralmente n&o € expressa em células, mas a sua expressao
é positivamente regulada pelo IFN-y, que age sinergicamente com o TNF-a e com o
LPS bacteriano, e é inibida por citocinas como a IL-4 e IL-10 e o TGF- (BOGDAN et
al., 1994). IFN- y regula a expressao do fator de transcrigdo IRF-1, que é essencial
para a transcri¢do da iNOS (KAMIJO et a |, 1994), enquanto que, citocinas como TNF-
a - ou IL-1 e lipopolissacarideo (LPS) regulam a translocagédo nuclear de NF-kB,
seguindo a degradacéo de seu inibidor, IkB. Por ser altamente mutagénico e toxico ao
DNA e provocar alteragdes nas fungdes normais das células e na morte celular, as
grandes quantidades de NO produzidas durante as respostas inflamatérias vém sendo
apontadas por varios autores como um dos agentes do processo de envelhecimento
(McCANN et al., 1998).
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O NO gerado pela agéo da iNOS esta principalmente relacionado com a defesa
contra patogenos, constituindo-se no mediador crucial da via efetora de resposta de
macréfagos em sitios inflamatérios (MACMICKING et al., 1997). Todavia, alguns
trabalhos vém mostrando que o NO também apresenta um importante papel na
supressao da proliferacédo de células T (BRONTE et al., 2003), por inibir a sinalizag&o
intracelular do receptor da IL-2 (BINGISSER et al., 1998).

1.7 NF-kB

O fator nuclear-kB (NF-kB) foi descrito por Sen e Baltimore em 1986 como uma
proteina reguladora da expressdo génica de imunoglobulinas em linfocitos B.
Atualmente, sabe-se que este fator também regula a expressdo de diversos genes
ligados a resposta imune e inflamatéria, genes envolvidos na apoptose, quimiocinas,
desenvolvimento e na ativagao de varios promotores virais (SKALNIK, 2002). O NF-
KB representa uma familia de fatores de transcri¢ado induziveis, que regula uma grande
variedade de genes envolvidos em diferentes processos das respostas imunologicas
e inflamatorias, mediando a indugédo de varios genes pro-inflamatorios em células
imunes inatas e regulando a ativagédo, diferenciacdo e fungcdo dos linfécitos T
inflamatorios (OECKINGHAUS et al., 2009) (Figura 5). Esta familia € composta por
cinco membros estruturalmente relacionados, incluindo NF-kB1 (também denominado
p50), NF-kB2 (também denominado p52), RelA (também denominado p65), RelB e c-
Rel, que medeia a transcricdo de genes alvo por ligagdo a um elemento de DNA
especifico, potenciador kB, como varios hétero ou homodimeros (SUN et al., 2013).
As proteinas NF-kB sdo normalmente sequestradas no citoplasma por uma familia de
proteinas inibitorias, incluindo membros da familia IkB e proteinas relacionadas
caracterizadas pela presenga de repeticdes de anquirina (proteina do citoesqueleto)
(SUN et al., 2011).

A ativacdo de NF-kB possui duas vias principais de sinalizacdo, as vias
candnicas e ndo candnicas (ou alternativas), ambas sendo importantes para regular
as respostas imunes e inflamatdrias, apesar de suas diferencas no mecanismo de
sinalizagado (VALLABHAPURAPU et al., 2009). A via canbnica do NF-kB responde a
diversos estimulos, incluindo ligantes de varios receptores de citocinas,
reconhecimento de padrdes receptores (PRRs), membros da superfamilia do receptor
de TNF (TNFR), bem como receptor de linfocitos T (TCR) e receptor de linfocitos B.
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O principal mecanismo para a ativagao canénica de NF-kB é a degradagao induzivel
de IkBa, desencadeada por meio de sua fosforilagdo por um complexo de quinase IkB
(IKK) de multiplas subunidades. A proteina 1,7 IKK é composta de duas subunidades
cataliticas, IKKa e IKKB, e uma subunidade reguladora chamada modulador essencial
NF-kB (NEMO) ou IKKy (SUN et al., 2008). A IKK pode ser ativada por diferentes
estimulos, incluindo citocinas, fatores de crescimento, mitdgenos, componentes de
microrganismos e agentes de estresse. Apods a ativagao, IKK fosforila IkBa em duas
serinas N-terminal e, assim, desencadeia a degradagdo de IkBa dependente de
ubiquitina no proteassoma, resultando em translocagéo nuclear rapida e transitoria de
membros NF-kB candnicos, os dimeros p50 / RelA e p50 / c-Rel (HAYDEN et al.,
2008).

Figura 5. Genes alvo de NF-kB envolvidos no desenvolvimento e progressao da inflamagéo.
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Em contrapartida, a via alternativa de NF-kB responde seletivamente a um
grupo especifico de estimulos, incluindo ligantes de um subconjunto de membros da
superfamilia TNFR, como LTBR, BAFFR, CD40 e RANK (SUN et al., 2011). Além
disso, a ativacéo alternativa ndo envolve a degradacdo de IkBa, mas depende do
processamento da proteina precursora de NF-kB2, a p100. Uma molécula de
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sinalizagao central para esta via € a quinase indutora de NF-kB (NIK), que ativa e
coopera funcionalmente com IKKa para mediar a fosforilagdo, induzir a ubiquitinagao
e processamento de p100 (SENFTLEBEN et al., 2001). O processamento de p100
envolve a degradacdo de uma estrutura semelhante a sua, denominada IkB C-
terminal, resultando na geragcédo de NF-kB2 p52 maduro e na translocagéo nuclear do
complexo NF-kB n&o canénico p52 / RelB (ZHANG et al., 2015). Funcionalmente, o
NF-kB candnico esta envolvido em quase todos os aspectos do sistema imunolégico,
enquanto a via NF-kB ndo candnica parece estar evoluindo como um eixo de
sinalizagado suplementar que coopera com a via NF-kB candnica na regulacédo de

fungbes especificas do sistema imune adaptativo (SUN et al., 2011).
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7. Conclusao

A forma recombinante do alérgeno Ag5 de Polybia paulista, expressa em K.
phaffii (rPoly p 5) se mostrou téxica na dose de 2 ug/mL em células de linhagens
macrofagicas J774 e RAW 264.7, sendo utilizado, para ensaios em macréfagos
peritoneais de camundongos, a concentragédo de 1 ug/mL de rPoly p 5.

A partir dos dados obtidos da analise de 6xido nitrico, podemos inferir que o
alérgeno rPoly p 5 ndo altera sua produgao em células macrofagicas intraperitoneais
de BALBI/c.

O rPoly p 5 atua como um modulador da resposta imunoldgica, inibindo a
producgao das citocinas TNF-a e MCP-1, quando estimulada com LPS e, induzindo a
producéo in vitro da citocina IL-13 em macrofagos extraidos de camundongos BALB/c.
As citocinas IL-6, IL-1a, IL-12p70, IFN- vy, IFN- B, IL-27, IL-17a, IL-10 e GM-CSF nao

mostraram altera¢des frente ao alérgeno recombinante.

Foi demonstrado também que, na concentragao de 1 pg/mL, o rPoly p 5 ndo
modificou a frequéncia de células positivas ou expressao de marcadores CD80, CD86
e MHCII.

O rPoly p 5 diminuiu significativamente a produgao in vitro da forma ativada p65
do fator de transcricdo NF-kB em macrofagos, quando comparado ao grupo controle
negativo (sem LPS).

A avaliagao do potencial pro6 ou anti-inflamatoério do alérgeno rPoly p 5, por meio
da analise das respostas dos macrofagos intraperitoneais de camundongos, ainda n&o
levou a uma compreensdo clara do potencial imunomodulador desta proteina.
Todavia, alguns achados podem indicar um papel importante deste alérgeno na
polarizagéo de fenadtipos funcionais de macrofagos M2. Mais estudos precisariam ser
efetuados para um melhor embasamento, principalmente estudos in vivo, para afirmar
a funcao bioldgica e o perfil de macrofagos quando estimuladas com o alérgeno Ag5

de Polybia paulista.
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