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INTRODUÇÃO: 

A alergia ao veneno de himenópteros (AVH) é uma causa comum de anafilaxia no Brasil e no 

mundo, sendo essencial o diagnóstico correto e a identificação do inseto para um tratamento eficaz 

(Palma M.S., 2013). A imunoterapia com veneno (VIT) é o único tratamento capaz de prevenir futuras 

reações sistêmicas (Sturm et. al. 2018). No Brasil, a vespa Polybia paulista tem alta relevância clínica 

devido ao seu comportamento agressivo e presença crescente em áreas urbanas (Perez-Riverol, et. al., 

2016). 

O diagnóstico e o acompanhamento da VIT dependem da detecção da imunoglobulina E 

específica (sIgE) para os alérgenos do veneno (Ansotegui et al., 2020). Atualmente, utilizam-se extratos 

brutos ou alérgenos de vespas de outras regiões, o que pode comprometer a precisão dos testes (Blank 

et al., 2018). Estudos anteriores identificaram três principais alérgenos do veneno de P. paulista (Poly p 

1, Poly p 2 e Poly p 5), levando ao desenvolvimento de versões recombinantes por nosso grupo de 

pesquisa (Perez-Riverol et. al. 2015), visando aplicação futura em imunodiagnóstico e imunoterapia. 

Este trabalho visa avaliar o potencial uso dos alérgenos recombinantes rPoly p 1 e rPoly p 5 

derivados do veneno da vespa P.paulista no desenvolvimento de ensaios de ELISA para o 

monitoramento dos níveis de sIgE em pacientes submetidos à protocolo de VIT, com o intuito de 

desenvolver testes com maior acurácia para o cenário brasileiro ao utilizar alérgenos oriundos de 

espécies nativas. 

 

METODOLOGIA: 
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Soros de pacientes alérgicos ao veneno de vespa (n=11), previamente submetidos a protocolo de 

imunoterapia com veneno (VIT), foram obtidos do biobanco do Laboratório de Imunologia Translacional. 

O diagnóstico dos pacientes baseou-se na história clínica, testes de puntura cutânea (skin prick test) e 

níveis de IgE específica (sIgE) para o alérgeno i3 (veneno de vespa comum >0,3 kU/L), medidos pelo 

teste ImmunoCAP (Van Hage et al., 2017). O projeto foi aprovado pelo comitê de ética para a utilização 

destas amostras (protocolo 80822817.3.0000.5404). 

Amostras de soro dos pacientes foram utilizadas para detectar sIgE contra alérgenos do veneno 

bruto de Polybia paulista e contra as proteínas recombinantes Poly p 1 e Poly p 5, em ensaios de 

imunoblote e ELISA indireto. Os alérgenos do veneno bruto foram obtidos a partir das glândulas de 

veneno e semipurificados por ultrafiltração com membranas de 3 kDa. Os alérgenos recombinantes Poly 

p 1 e Poly p 5 foram produzidas por expressão heteróloga em E.coli e na levedura Pichia pastoris, 

respectivamente. Os dados obtidos nos ensaios de ELISA indireto foram analisados utilizando os testes 

de Wilcoxon, correlação de Spearman e Bland-Altman (p<0,05). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

1.1 Avaliação da integridade e imunoreatividade dos alérgenos  

Para a avaliação da integridade e a imunorreatividade dos alérgenos presentes no extrato semi-

purificado do veneno de P.paulista e dos recombinantes rPoly p 1 e rPoly p 5 foram realizados ensaios 

de Western blot com soro de pacientes alérgicos sendo os resultados destes ensaios apresentados na 

figura 1, conforme protocolo previamente descrito (Abram et al., 2020).  

As bandas correspondentes aos pesos moleculares esperados (35 kDa para Poly p 1 e 25 kDa 

para Poly p 5) foram identificadas. No caso da rPoly p 5, observou-se uma banda adicional, 

possivelmente relacionada à glicosilação em um resíduo de asparagina (N144) ou à falha no 

processamento do sinal de secreção pela levedura. Os resultados confirmam que as proteínas 

recombinantes mantêm a imunorreatividade à IgE específica, similar aos alérgenos naturais do veneno 

de P. paulista, em concordância com dados previamente descritos na literatura (Bazon et al., 2017; Justo 

Jacomini et al., 2013; Perez-Riverol et al., 2016). 

 

Figura 1 – Imunodetecção de sIgE 

para os alérgenos recombinantes 
rPoly p 5 (A) e rPoly p 1 (B) e extrato 
bruto de veneno de vespa P. paulista 
com alérgenos Poly p 1 e Poly p 5 (C) 
detectados por sIgE presente em 
amostras de soros de pacientes 
alérgicos. (pool das amostras de 11 
pacientes).  
 

 

1.2. Padronização dos ensaios de ELISA para detecção de sIgE  



 

 

XXXIII Congresso de Iniciação Científica da UNICAMP – 2025  3 

A análise dos níveis de sIgE por ELISA indireto, comparando-se os alérgenos rPoly p1, rPoly p 5 

e os presentes nos extrato do veneno (Figura 2), revelou maior diferença de densidade óptica entre os 

grupos de pacientes e indivíduos não alérgicos ao se utilizar o alérgeno recombinante rPoly p 5, com 

desempenho comparável ao extrato bruto de Polybia paulista, em contraste ao observado com o rPoly 

p 1.  

Estes achados evidenciam uma maior capacidade discriminatória do alérgeno rPoly p 5 entre 

pacientes alérgicos e de indivíduos não sensibilizados quando comparados ao rPoly p 1, com 

desempenho semelhante ao observado quando se utilizou o extrato bruto de P. paulista.  Dessa forma, 

foi possível definir o melhor ensaio utilizando os alérgenos recombinantes, sendo o rPoly p 5 o mais 

adequado para o monitoramento longitudinal dos níveis de sIgE durante protocolos de VIT. 

 

Figura 2 – Comparação dos níveis de sIgE dirigidos aos 

alérgeno recombinantes rPoly p 5, rPoly p 1 e extrato bruto 
do veneno de P. paulista (VB), a partir de um pool (n=11) de 
amostras de soro de pacientes alérgicos selecionados e 
doadores. As barras representam a média ± desvio padrão 
das duplicatas das densidades ópticas (comprimento de 
ondas de 450-570 nm) obtidas nos ensaios de ELISA 
indireto. 

  

 

 

1.3. Comparação entre testes de ELISA baseados no uso do alérgeno recombinante rPoly p 5 e 

extrato bruto do veneno de P.paulista  

A comparação entre os níveis de sIgE dos pacientes em testes de ELISA baseado no uso do 

veneno bruto de P.paulista frente ao teste utilizando rPoly p 5 apresentou diferenças significativas 

(p=0,042) apenas nas amostras que foram coletadas no ínicio do protocolo da VIT, sendo que o último 

destacou-se por apresentar valores de densidades ópticas maiores (Figura 3).  

                                                                                         
Figura 3 - Comparação dos níveis de sIgE, 
representados pelos valores de densidade 
óptica (D.O.) detectados nos testes de 
ELISA indireto utilizando extrato bruto de 
veneno de P. paulista e rPoly p 5, ao longo 
da imunoterapia. *p < 0,05; teste de 
Wilcoxon. 

 
 

Contudo, ao observarmos os resultados apresentados na Figura 4, constatamos que ao longo do 

tempo da VIT, os resultados convergiram, evidenciado pela alta correlação (Painel E, r=0,76), 

concordância (Painel F) e ausência de diferença estatística significativa na quantificação de sIgE (Figura 

3, p=0,123) nas amostras coletadas ao final do protocolo da VIT. Esses achados indicam que o método 
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de quantificação de sIgE baseado no uso de rPoly p 5 apresentou maior sensibilidade para detecção de 

sIgE dos pacientes em início do protocolo de VIT e alta similaridade e concordância com o teste baseado 

no uso do extrato total do veneno nas amostras coletadas ao final VIT.    

                                                                                                 
Figura 4  - Correlação entre os valores de 
densidade óptica (D.O.) obtidos por ELISA 
indireto utilizando o extrato bruto de veneno 
de P. paulista e o alérgeno recombinante 
rPoly p 5, nas diferentes fases da 
imunoterapia: início (A), após >6 meses (B) 
e final (C). À direita, gráficos de Bland-
Altman demonstram a concordância entre 
os métodos. Observa-se aumento 
progressivo da correlação, com valor 
significativo ao final do protocolo (r = 0,76; p 
= 0,008). 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÕES: 

Os resultados apresentados sugerem que o teste de ELISA indireto baseado na utilização do 

alérgeno rPoly p 5 pode constituir uma ferramenta viável para avaliação e monitoramento da resposta 

imunológica de pacientes alérgicos à vespa submetidos aos protocolos de VIT, apresentando maior 

sensibilidade para detecção da sIgE no início da terapia e com alta correlação e concordância para o 

acompanhamento dos desfechos VIT, quando comparados com testes baseados no uso de alérgenos 

naturais provenientes do extrato do veneno de P.paulista.  

Todavia, para sua aplicação rotineira, haverá a necessidade de validação adicional que 

contemple um maior número de amostras a serem testadas. Dessa forma, alérgenos recombinantes 

derivados dos principais componentes do veneno de himenópteros apresentam potencial para aprimorar 

a precisão diagnóstica e o acompanhamento terapêutico nas alergias aos venenos destes insetos.  
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