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O papel dos alérgenos recombinantes Poly p 1 e Poly p S derivados do veneno da
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INTRODUCAO:

A picada de inseto himendptero € uma das causas mais comuns de anafilaxia em todo o mundo (PEREZ-
RIVEROL A, ef al.2015). O Brasil, abriga uma grande diversidade de himendpteros neotropicais clinicamente
importantes (BAZON, M.L et al, 2017). A Polybia paulista ¢ uma vespa responsavel por causar dezenas de casos
fatais de anafilaxia anualmente (DEMSAR L. A. et @/, 2021). Para terapia, a imunoterapia a veneno de himenopteros
(VIT) (GOLDEN D., 2005) ¢ o tinico tratamento modificador da doenga (BAZON, M.L et a,2017; LOPEZ J.F, et al.
2022), que, antes era realizada com veneno bruto e associada a complicacoes, demanda buscas ao uso de novas abordagens como
os alérgenos recombinantes (PEREZ-RIVEROL A, et al. 2015; VINZON, S.E. et al, 2010).

Alérgenos recombinantes representam uma estratégia promissora para a dessensibilizagdo de pacientes
alérgicos, além de maior seguranga, especificidade e padronizagdo (JUSTO JACOMINI, D. L. et al, 2014; LOPEZ J.F,
etal.2022; VALENTA R, NIEDERBERGER V, 2007). Possibilita uma exposi¢do gradual com risco reduzido de reacao
adversas (SARs) (VALENTA R, et al, 2011). A imunoglobulina IgE (sIgE) especifica ao alérgeno de veneno é um
marcador utilizado no acompanhamento da eficacia da VIT (JAKOB T, et al. 2017; LOPEZ I.F, et al. 2022), avaliando
a progressdo da tolerancia imunologica. Os alérgenos principais encontrados sdo a fosfolipase Al (Poly p 1), a
hialuronidase (Poly p 2) e o antigeno 5 (Poly p 5) presentes no veneno (BAZON, M.L et al, 2017; VINZON, S.E. et dl,
2010).

Através de modelos experimentais de dessensibilizagdo de camundongos, o trabalho visa monitorar os
niveis de imunoglobulina especificas (sIgE) para os alérgenos recombinantes rPoly p 1 e rPoly p 5 em modelos
experimentais de camundongos em VIT e regular o perfil de células reguladoras. Esses testes podem contribuir

significativamente para a eficécia e seguranga da imunoterapia com venenos no Brasil.

METODOLOGIA:
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Os alérgenos do veneno bruto foram obtidos das glandulas de veneno de P. paulista e semi-purificados por
ultrafiltracdo utilizando membranas de 3kDa. Os alérgenos Poly p 1 e Poly p 5 recombinantes foram produzidos
por expressao heterdloga em E. coli (PEREZ-RIVEROL, et al, 2016) e levedura Pichia pastoris (BAZON,M.L et al,
2017), respectivamente. Camundongos fémeas BALB/c (n = 10, aprova¢@o do comité de ética animal institucional
n°® 5732-1/2021) foram imunizados com seis doses intradérmicas (i.d.) de 20pg do extrato proteico do veneno de
Polybia paulista, ao longo de seis semanas. Apods sete dias, os camundongos foram sangrados para obten¢do dos
soros pré-dessensibilizacdo. Apds 14 dias, os camundongos foram divididos em dois grupos de cinco camundongos
cada (tratado e controle), e o grupo tratado recebeu trés doses i.d. de rPoly p 1 e rPoly p 5 (20pg de cada). O grupo
controle recebeu apenas solucdo salina. Vinte dias apos a ultima dose, os camundongos foram desafiados por
administra¢do intraperitoneal (i.p.) de 20ug do extrato de veneno de P. paulista, ¢ apés 30 minutos foram
eutanasiados e obtidos soros e suspensoes de células esplénicas. Essas células foram estimuladas in vitro com 3
ug/ml do extrato de veneno de P. paulista por 96 horas, seguido de marcagao celular para marcadores de células T
e B regulatorias (Tregs) para avaliagdo por citometria de fluxo. As amostras de soro foram utilizadas em ensaios
ELISA para avaliar sIgE, sIgG1 e protease 1 de mastocitos murinos (mMcpt-1). O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para comparagdes entre os grupos tratado e controle, ¢ o teste de Bonferroni para comparar diferentes

pontos temporais (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

1.1 Avaliaciio da resposta imune humoral frente a dessensibilizacio com alérgenos recombinantes rPoly p 1 e rPoly P5

O protocolo de dessensibilizagdo utilizando rPoly p 1 em associagdo com rPoly p5 levou a uma redugdo significativa de
sIgE e slgGG1 em camundongos previamente sensibilizados, como observamos na figura 1 nos graficos (A) e (B), respectivamente.
Adicionalmente, notamos que os animais tratados quando submetidos ao desafio com o veneno de P.paulista, apresentaram uma
produgcdo significativamente menor do fator de ativagdo de mastocitos mMcpt-1 do que o grupo controle (Painel C). Em conjunto
estes resultados indicam que o protocolo de dessensibilizagdo utilizando os alérgenos recombinantes foi capaz de reduzir a
producdo de imunoglobulinas responsaveis pelo reconhecimento dos alérgenos e disparo da ativagdo das células efetoras da
resposta alérgica como evidenciamos por uma baixa ativacdo de mastdcitos ao observarmos redugdo nos niveis de proteases
produzidas por estas células. Essa modulagdo na resposta imunolégica frente a dessensibilizagdo € compativel com os efeitos

esperados da imunoterapia alérgeno-especifica como demonstram os dados da literatura (SCHIENER, M. et al. 2017).
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Figura 1. Efeitos do protocolo de dessensibilizagdo com alérgenos recombinantes rPoly p 5, rPoly p 1 na resposta imune humoral
em modelo experimental de murino de sensibilizagdo aos alérgenos do veneno de P.paulista. Os graficos representam a
quantificagdo de sIgE (painel A) de sIgG1 (painel B) comparando-se os grupos antes e apos o tratamento e a produgao de protease

1 de mastécitos nos grupos controle e tratados ap6s desafio com o veneno de P.paulista.

1.2. Perfil das populacoes de células T reguladoras (Tregs) e B reguladoras (Bregs)

Células T reguladoras sdo populagdes de células T cruciais para a modulac@o das respostas de células na periferia, dentre
elas destacam-se a subpopulagdo de células TCD4" expressando os fatores de transcrigdo Foxp3 e Helios (Figura 2 — Painel A)
(Morina et al., 2023). Nesse sentido, observamos que o protocolo de dessensibilizagdo utilizando rPoly p 1 em associagdo com
rPoly p5 levou aum aumento de Tregs CD4"Foxp3*Helios* ap6s desafio antigénico, quando comparados com o grupo

controle (Figura 2 — Painel B).

Estudos revelam que células B reguladoras, expressando os marcadores CD19*CD5*CD1d* (Figura 2 —
Painel C), podem estar envolvidas nos mecanismos imuno reguladores envolvidos na dessensibilizagdo induzida
pela imunoterapia (Satitsuksanoa, et al., 2025; Palomares O., et al., 2017). Conforme podemos observar no painel
B (figura 2) apesar de ndo observarmos diferencas na frequéncia da populagido das Bregs na comparacao entre os
grupos (painel D), foi observado superexpressdo de PD-L1 nas Bregs no grupo tratado (Painel E), indicando um

perfil de ativacdo maior destas células neste grupo.

Em conjunto os resultados apresentados apontam que protocolos de dessensibilizagdo com alérgenos
recombinantes elicitam subpopulagdes linfocitarias com perfil regulador que atuariam modulando a reposta

imunologica aos alérgenos derivados dos venenos de himendpteros.
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Figura 2. Perfil das
populagdes de linfocitos
reguladores em modelo
experimental de alergia ao
veneno de  P.paulista
submetidos a protocolo de
dessensibilizacdo com
alérgenos recombinantes
rPoly p 5, rPoly p 1. Painel A
- analise fenotipica
populagdo de Tregs CD4"
FoxP3*Helios". Painel B -
frequéncia de Tregs nos
grupos controles e
tratados. Painel C - analise
fenotipica de  células

(Bregs)
CD19°CD5°CD1d". Painel
D - frequéncia de Bregs
nos grupos controles e
tratados. Painel E — média
das  intensidades de
fluorescéncia do marcador
PD-L1 em Bregs dos
grupos controles e

tratados.

O uso dos alérgenos rPoly p 1 e rPoly p 5 em protocolos de dessensibilizagdo pode ser uma estratégia

promissora para modular respostas imunes alérgicas induzidas pelo veneno de vespa, reduzindo a producdo

imunoglobulinas especificas responsaveis pela ativacdo de células efetoras (mastdcitos) e aumentando a atividade

de populagoes de células com perfil regulador na periferia.
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