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RESUMO

A importancia dos insetos como agentes sensibilizantes nas doencas alérgicas
respiratorias é discutida ha décadas. O alérgeno da mariposa do bicho-da-seda
(Bombyx mori) € capaz de desencadear sintomas de asma e rinite alérgica, nao
somente por exposicdo ocupacional (sericicultura), mas também ambiental. No
Japao foi detectada alta frequéncia de positividade ao extrato alergénico de Bombyx
mori por meio de testes cutaneos e IgE especifica sérica em pacientes com asma e
rinoconjuntivite. No Brasil, h4 pouca informacéo sobre sensibilizacdo a mariposa. Os
objetivos deste estudo foram preparar extrato antigénico da mariposa do bicho-da-
seda (Bombyx mori) e com ele realizar testes cutaneos alérgicos por puntura em
pacientes com diagnéstico de asma e/ou rinite alérgica na cidade de Curitiba,
determinar os niveis séricos de IgE especifica a Bombyx mori e a outros seis
aeroalérgenos pelo método ImmunoCAP® na mesma populacdo e relacionar as
frequéncias de positividade entre os dois métodos e com dados clinicos. Foram
selecionados 99 criancas e adolescentes com diagnostico de asma e/ou rinite
alérgica do Ambulatério de Alergia Pediatrica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana, que apresentavam reatividade cutanea a pelo
menos um de seis aeroalérgenos comuns (Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia
tropicalis, Blattella germanica, Lolium multiflorum, epitélio de cdo e de gato). Foram
avaliados dados clinicos e epidemioldgicos destes pacientes, realizado teste
cutaneo alérgico por puntura com extrato previamente preparado de Bombyx mori
(concentracdo peso/volume 1:20) e realizada coleta de sangue para analise de IgE
total e especificas (Bombyx mori, Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, Blattella germanica, epitélio de cdo e
de gato) por ImmunoCAP®. Metade dos pacientes (52,5%) apresentaram
positividade ao teste cutédneo alérgico para Bombyx mori e 60% tiveram IgE
especifica sérica positiva para Bombyx mori. Sendo o segundo em frequéncia apés
0s acaros da poeira (Blomia tropicalis 88,9%, Dermatophagoides pteronyssinus
86,7%, Dermatophagoides farinae 85,8%) e seguido de: Blattella germanica 47,5%,
epitélio de céo 22,2% e de gato 16,2%. Houve relacdo entre a positividade do teste
cutdneo para Bombyx mori e as respectivas dosagens de IgE especifica sérica.
Observou-se associacao entre a positividade ao teste cutaneo para Bombyx mori e a
presenca de rinite alérgica, dermatite atdpica e urticaria, mas o0 mesmo nao ocorreu
para asma e conjuntivite alérgica. Nao houve relagdo com a gravidade dos sintomas
de asma ou rinite. Os pacientes sensiveis a Bombyx mori (por TCA) apresentaram
mais positividade e maiores niveis de IgE especifica para Blattella germanica. Este &
0 primeiro estudo sobre sensibilizacdo a mariposa do bicho-da-seda realizado no
Brasil. Encontrou-se alta frequéncia de sensibilizagdo a Bombyx mori em pacientes
com doencgas alérgicas respiratorias em populacdo selecionada na cidade de
Curitiba; foi demonstrado que o extrato preparado a partir das asas desta espécie de
mariposa é efetivo em demonstrar esta sensibilizacao.

Palavras-chave: Bombyx mori, sensibilizacdo, asma, rinite alérgica.



ABSTRACT

The importance of insects as sensitizing agents in respiratory allergic diseases is
discussed for decades. The silkworm moth (Bombyx mori) allergen is capable to
trigger symptoms of asthma and allergic rhinitis, not only by occupational exposure
(sericiculture), but also environmental. In Japan, high frequency of positivity to
Bombyx mori allergenic extract was detected through skin tests and serum specific
IgE in patients with asthma and rhinoconjunctivitis. In Brazil, there is little information
about sensitization to moth. The objectives of this study were to prepare silkworm
moth (Bombyx mori) antigenic extract and perform skin prick tests with this extract in
patients diagnosed with asthma and/or allergic rhinitis in the city of Curitiba, to
determine serum specific IgE to Bombyx mori and six other aeroallergens using
ImmunoCAP® system in the same population and to relate the frequency of positivity
between the two methods and with clinical data. Ninety nine children and
adolescents diagnosed with asthma and/or allergic rhinitis who had skin reactivity to
at least one of six common aeroallergens (Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia
tropicalis, Blattella germanica, Lolium multiflorum, dog and cat epithelia) were
selected at the Clinic of Pediatric Allergy, Clinical Hospital, Federal University of
Parana. Clinical and epidemiological data of these patients were evaluated, skin prick
tests with previously prepared Bombyx mori's extract (weight/volume concentration
1:20) and blood sampling for total and specific IgE (Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, Blattella germanica, dog
and cat epithelia) analysis by ImmunoCAP® were performed. Half of patients
(52.5%) showed positive skin test to Bombyx mori and 60% had positive serum
specific IgE to Bombyx mori. It was the second group in frequency after dust mites
(Blomia tropicalis 88.9%, Dermatophagoides pteronyssinus 86.7%,
Dermatophagoides farinae 85.8%) and followed by: Blattella germanica 47.5%, dog
22.2% and 16.2% cat epithelia. There was relation between positive skin tests to
Bombyx mori and the respective levels of specific IgE in serum. An association
between a positive skin test for Bombyx mori and the presence of allergic rhinitis,
atopic dermatitis and urticaria was seen, but the same was not true for asthma or
allergic conjunctivitis. There was no relation with the severity of asthma or rhinitis
symptoms. Patients sensitized to Bombyx mori (by skin test) showed more positivity
and higher levels of specific IgE to Blattella germanica. This is the first study on
silkworm moth sensitization accomplished in Brazil. High frequency of sensitization to
Bombyx mori was found in a selected population of patients with respiratory allergic
diseases in the city of Curitiba; it was shown that the extract prepared from the wings
of this moth species is effective in demonstrating this sensitivity.

Keywords: Bombyx mori, sensitization, asthma, allergic rhinitis.
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1 INTRODUCAO

A importancia da sensibilizacdo a mariposa tem sido verificada ha algumas
décadas. Autores japoneses comprovaram alta taxa de sensibilidade em asmaticos
por meio de teste intradérmico com extrato de mariposa e borboleta e IgE
(imunoglobulina E) especifica no soro pelo método RAST (radioallergosorbent test)
aos mesmos antigenos (KINO; OSHIMA, 1978). Demonstrou-se que ha reacéo
cruzada eles e a mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mori), cuja sensibilizacéo
ocorre nao somente por exposi¢cao ocupacional (sericicultores), como ambiental e é
causada principalmente por alérgenos encontrados nas suas asas (KINO; OSHIMA,
1979). Nos Estados Unidos da América foi demonstrada alta concentracdo de
antigenos de mariposa em suspensédo no ar durante determinados periodos do ano,
concluindo que pode ter distribuicdo sazonal (WYNN et al., 1988).

Avaliou-se a relevancia dos insetos como causadores de rinite alérgica no
Japdo e encontrou-se reatividade cutanea a Bombyx mori por meio de teste
intradérmico em aproximadamente um terco dos 80 pacientes estudados (OGINO et
al., 1990). Tendéncia observada igualmente em amostra de 560 individuos com
rinite alérgica nos quais foi realizado RAST para mariposa e o resultado foi positivo
em 32,5%. Nestes Ultimos, obteve-se ainda alta frequéncia de positividade a
provocacado nasal com antigenos de mariposa (OKUDA et al., 2002).

Foi descrita também associacédo a alergia ocular, com maior elevacéo de IgE
especifica pelo método CAP (imunoensaio fluorimétrico) em um grupo de 40
pacientes portadores de conjuntivite alérgica primaveril, comparando-se a grupo
controle composto por 50 ndo atépicos (MIMURA et al., 2004).

Criancas asmaticas em Ohio, Estados Unidos foram submetidas a RAST para
deteccdo de IgE especifica para mariposa e 16 entre 37 destas (43,0%)
apresentaram teste positivo. Os autores concluem que uma proporgcao expressiva de
criangas € sensibilizada, porém s&o necesséarios mais estudos para verificar se 0s
alérgenos desse inseto podem realmente produzir sintomas clinicos significativos
(LIERL; RIORDAN; FISCHER, 1994).

Em 1997, foram realizados testes cutaneos alérgicos por puntura com
alérgenos inalaveis em 250 criancas atopicas na cidade de Curitiba e detectou-se

que 96 (38,4%) apresentavam reatividade cutanea a extrato da espécie de mariposa
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Heterocera sp (Hollister-Stier®). Essa foi a segunda causa em frequéncia de
positividade ap0s a espécie de acaro Dermatophagoides pteronyssinus, que
totalizou 97,5%. Sugere-se que esse alto indice de sensibilizacdo as mariposas
merece novos estudos para avaliar a sua frequéncia, comparando a outros
aeroalérgenos ja bem determinados e uma melhor avaliagdo sobre sua relevancia
clinica (ROSARIO; VILELA, 1997), sendo esses 0s principais objetivos desta

dissertacao.

1.1 OBJETIVOS

1. Preparar extrato antigénico a partir de asas da mariposa do bicho-da-seda
(Bombyx mori) e verificar a sua reatividade cutanea por meio de teste
cutaneo alérgico (TCA) por puntura em pacientes com diagnostico de
asma e/ou rinite alérgica na cidade de Curitiba;

2. Determinar os niveis séricos de IgE especifica a Bombyx mori e a outros
seis aeroalérgenos pelo método ImmunoCAP® na mesma populacéo;

3. Relacionar as frequéncias de positividade entre os dois métodos e com

variaveis clinicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIPERSENSIBILIDADE E ATOPIA

As doencas de hipersensibilidade ocorrem quando ha um distirbio na
resposta imune, sdo classificadas de acordo com o tipo da resposta imunologica e
do mecanismo efetor responsavel pela lesdo na célula ou no tecido (MOREIRA,
2006).

Gell e Coombs (1968) propuseram a primeira classificacdo para as doencas
de hipersensibilidade: tipo |, II, lll e 1V, utilizada até hoje. No entanto, Johansson et al
(2004) redefiniram hipersensibilidade como a presenca de sintomas ou sinais
iniciados pela exposicdo a um estimulo definidko em uma dose tolerada por
individuos normais e sugeriram uma nhova classificacdo, que a divide em alérgica,
guando ha mecanismos imunoldgicos envolvidos, ou ndo alérgica.

Alergias sdo causadas pela reacdo imune a proteinas conhecidas como
alérgenos, cujas principais fontes incluem acaros da poeira doméstica, polens de
gramineas e pelos de animais. Os alérgenos causam doenca devido a intensidade
da reacao imune que provocam (COOKSON, 1999). E tal reacdo pode ser mediada
por IgE ou ndo (JOHANSSON et al., 2004).

A IgE foi descoberta em 1968, ocasido em que se anunciou a presenca do
quinto isotipo de imunoglobulina (demais séo IgA, IgM, IgG, IgD). Ja na década de
setenta, reacfes a alérgenos inalantes mediadas por IgE foram denominadas de
atopicas. As doencas atOpicas incluem asma, rinoconjuntivite, sintomas
gastrointestinais e lesdes de pele caracteristicas. Um paciente atdpico pode
desenvolver a chamada “marcha atdpica”, apresentando predominantemente nos
primeiros anos de vida sintomas de pele ou gastrointestinais relacionados a
alérgenos alimentares. E, mais tardiamente, desenvolver asma e rinite provocada
por alérgenos inalantes. Portanto, atopia é definida como uma tendéncia pessoal ou
familiar de produzir anticorpos IgE especificos em resposta a doses baixas de
alérgeno e, desta forma, desenvolver sintomas tipicos. A presenca de anticorpos IgE
especificos ndo significa necessariamente doenca clinicamente ativa, mas sim
sensibilizacdo a determinado alérgeno (JOHANSSON et al., 2004).
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O estado atépico de um individuo pode ser reconhecido por teste cutaneo
alérgico, presenca de IgE alérgeno-especifica no soro, elevacéo de IgE sérica total

e presenca de eosinofilia no sangue (COOKSON, 1999).

2.2 SENSIBILIZACAO A ALERGENOS INALANTES

A sensibilizacdo a alérgenos inalantes é um fator de risco para o
desenvolvimento de doencas alérgicas como asma e rinite, embora a extensao
desse efeito seja amplamente discutida (ARSHAD et al., 2001; CUSTOVIC;
SIMPSON, 2004). Com o objetivo de verificar a relevancia clinica da sensibilizacédo a
alérgenos inalantes na Europa, foram avaliados 3034 individuos referidos a qualquer
um de 17 centros de Alergia em 14 paises diferentes. Foram realizados testes
cutaneos alérgicos para os 18 alérgenos locais mais frequentes e avaliacéo clinica.
Em todos os paises foi descrita taxa de sensibilizacdo maior ou igual a 60,0% nos
pacientes avaliados, embora tenha havido diferencas na distribuicdo das
sensibilizacdes alérgicas dependendo do pais. Os autores concluiram que houve
correlacao significativa entre a presenca de doenca alérgica (asma, rinite alérgica,
dermatite atépica e alergia alimentar) e o nimero de sensibilizacdes (BURBACH et
al., 2009).

Em outra publicacdo desse mesmo estudo, procurou-se descobrir um namero
minimo de alérgenos para identificar um paciente como sensibilizado. Encontrou-se
que, de uma maneira geral, apenas oito aeroalérgenos testados (pdlen de
gramineas, Dermatophagoides pteronyssinus, poélen de bétula, pelo de gato,
Artemisia, pélen de oliveira, Blatella e Alternaria) permitiram a identificacdo de mais
de 95,0% dos individuos sensibilizados (BOUSQUET et al., 2009).

Em revisdo sobre a importancia dos alérgenos inalaveis feita na cidade de
Curitiba, verificou-se que: os acaros Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia
tropicalis sdo os principais alérgenos sensibilizantes em pacientes com alergia
respiratoria; a doenca polinica € causada por polen de gramineas e mais frequente
em adultos que criangas; outros alérgenos menos prevalentes sdo os originados de
animais e insetos, e em menor frequéncia os fungos do ar (DUTRA; ROSARIO;
ZAVADNIAK, 2001).
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O conhecimento sobre os aeroalérgenos sensibilizantes e o grau de
exposicdo a eles nos diferentes ambientes sdo fundamentais para o diagnostico e
tratamento das doencas alérgicas (DUTRA; ROSARIO; ZAVADNIAK, 2001). E para
a prevencdo das alergias, sao necessarias intervencdes apropriadas as
suscetibilidades individuais, levando em conta ndo somente os aspectos ambientais,
mas também a predisposi¢do genética (CUSTOVIC; SIMPSON, 2004).

2.3 ALERGIA INALATORIA A INSETOS — O PAPEL DA MARIPOSA

Insetos estdo presentes dentro e fora dos domicilios; a quantidade e
variedade de espécies pode ter distribuicdo sazonal de acordo com o clima ou ciclo
reprodutivo de cada inseto (PERLMAN, 1958). Reacbes alérgicas aos insetos
podem ser provocadas por secre¢cdes como veneno e saliva ou partes do corpo
como as asas (PRZYBLLA; EBEN, 2008). Ja sdo bem documentadas as reacfes a
picadas de himendpteros (abelhas, vespas e formigas), provocando desde pequenas
irritacdes na pele até reacbes sistémicas (anafilaxia) (HAMILTON, 2010). Com
relacdo a alergia inalatéria, o inseto mais estudado tem sido a barata, cuja
infestacdo doméstica é causa de asma e considerada questdo de saude publica nos
Estados Unidos da América (ARRUDA et al., 2000). Ha poucas e antigas descri¢cdes
sobre asma e rinite desencadeadas por espécies de moscas € mosquitos como may
fly e caddis fly (FEINBERG; FEINBERG; BENAIM-PINTO, 1956; KINO et al., 1987).
Estudo realizado na cidade de Sao Paulo com 40 pacientes asmaticos apresentou
positividade ao TCA com extrato de mosquitos em 32,5% e mariposas em 65,0%
dos casos (MENDES; LACAZ, 1965). Sendo o primeiro a documentar o papel da

mariposa como alérgeno desencadeante de sintomas respiratérios no Brasil.

2.3.1 Sericicultura

A sericicultura é uma atividade agroindustrial muito antiga, iniciou-se na China

ha cerca de 5000 anos. Compreende a cultura da amoreira, a criacdo do bicho-da-
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seda e a producdo dos fios de seda que sdo fornecidos para a inddstria téxtil
(CORRADELO, 1987).

A seda € um filamento de proteina produzido pelas glandulas sericigenas das
lagartas do bicho-da-seda, principalmente da espécie Bombyx mori. Que pertence
ao género Bombyx, familia Bombycidae, ordem Lepiddptera, classe dos Insetos, filo
Artropode, reino Animal (FONSECA; FONSECA, 1988).

Responsavel pela producdo de mais de 95% da seda mundial, a Bombyx mori
alimenta-se exclusivamente de folhas de amoreira durante sua fase larvar. Ao final
de 28 dias, a lagarta produz o casulo, dentro do qual se da a metamorfose da pupa
ou crisdlida para o estagio adulto, a mariposa (OKINO, 1982).

Os sericiculturistas adquirem os ovos do bicho-da-seda, de onde a larva
eclode e inicia seus estagios de maturacdo. A larva madura produz os casulos, que
sdo selecionados manualmente e enviados para as fabricas de fiacdo de seda
(YOSHIDA, 1994).

Durante o processo de criacdo do bicho-da-seda, os trabalhadores estédo
expostos diretamente aos seus antigenos inalaveis, especialmente durante a
selecdo de casulos (KOBAYASHI, 1970). No entanto, foram detectados alérgenos
em: produtos excretados do bicho-da-seda, hemolinfa das crisélidas e poeira das
asas das mariposas (KOBAYASHI; NAKASAWA; YOSHIDA, 1972). Portanto, os

sericiculturistas podem sensibilizar-se em varios estagios de producao da seda.

2.3.2 Alergia a Bombyx mori no ambiente ocupacional

Ha décadas tem havido descri¢ces de individuos que, engajados no processo
de producdo da seda, desenvolvem asma alérgica. Ha4 estudos japoneses sobre
asma ocupacional em sericiculturistas (INASAWA; HORIKOSHI; TOMIOKA, 1973;
TADANI; TOMIOKA; FURUKAWA, 1974), além de rinite e conjuntivite alérgicas
nestes trabalhadores (KOBAYASHI, 1974).

Operarios de fabricas de fiacdo de seda na india foram submetidos a
avaliacdo clinica, testes cutaneos alérgicos por puntura e RAST com antigenos de
casulos e pupas do bicho-da-seda. De um total de 243 trabalhadores, 36,0% foram

diagnosticados como asmaticos e destes, 16,9% n&o tinham sintomas clinicos
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quando afastados do trabalho por um periodo prolongado, portanto considerada
asma ocupacional. Estes apresentaram positividade aos extratos alergénicos
testados em 70,0% dos casos. Houve correlacdo entre os resultados dos testes
cutaneos e RAST sérico para casulos e pupas em 86,0% e 80,0% respectivamente
(HARINDRANATH; PRAKASH; SUBBA RAO, 1985).

Nakazawa e Umegae (1990) realizaram provocacao brénquica com antigenos
do bicho-da-seda em uma trabalhadora da industria da seda que tinha diagnostico
de pneumonite por hipersensibilidade e obtiveram resposta positiva. Os autores
sugerem que esta doenca deveria ser denominada de pulméao do sericiculturista.

Médicos do trabalho no Sri Lanka revelaram que, de 53 trabalhadoras com
média de trabalho de 5,8 anos na indastria da seda, 18 (33,9%) tinham asma
ocupacional. Os sintomas respiratorios ocorriam dentro de 30 minutos a 6 horas
apo6s o inicio do trabalho e melhoravam dentro de 1 a 8 horas apds deixarem a
fabrica (URAGODA; WIJEKOON, 1991).

Em estudo chinés, verificou-se que 68 de 90 sericicultores apresentavam
sintomas de alergia respiratéria e 14 tinham diagnostico de asma ocupacional. Os
alérgenos relacionados foram provenientes de casulos e urina do bicho-da-seda e
excrecoes e escamas das asas das mariposas (WANG; ZHENG; ZHANG, 1994).

Verificou-se da mesma forma, alergia respiratéria ocupacional (asma e
rinoconjuntivite) em um padeiro, provocada por outra espécie deste inseto Ephestia
kuehniella, chamada mariposa da farinha (MAKINEN-KILJUNEN et al., 2001).

2.3.3 Alergia a Bombyx mori na exposi¢do ambiental

N&o somente o0 contato com antigenos no local de trabalho, mas também a
exposicdo ambiental & mariposa comprovou-se relevante clinicamente em pacientes
com diagnostico de doengas alérgicas respiratorias (KINO; OSHIMA, 1978; KINO;
OSHIMA, 1979). Na TABELA 1 estdo resumidos, em ordem cronolégica, os estudos
encontrados sobre frequéncia de sensibilizagdo a mariposa por diferentes métodos

em diversas localidades.
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TABELA 1 — ESTUDOS SOBRE FREQUENCIA DE SENSIBILIZACAO A MARIPOSA

Local Ano Autores Método | Populacdo (n) | Frequéncia de
positividade (%)
Japéo 1978 Kino e Oshima TCA 66 56,0
Japéo 1978 Kino e Oshima RAST 66 30,3
EUA 1988 Wynn et al TCA 257 45,0
Japéo 1990 Ogino et al TCA 80 22,5
EUA 1994 Lirl, Riordan e Fischer ~ RAST 37 43,2
Japéao 1995 Suzuki et al CAP 267 32,1
Brasil 1997 Rosario TCA 250 38,4
Japéao 1997 Komase et al CAP 51 59,0
Japéao 2002 Okuda et al RAST 560 32,5

FONTE: O autor (2013)

Com o objetivo de verificar as concentracdes de antigenos de mariposa na
cidade de Minnesota, Winn et al (1988) analisaram amostras de poeira em ambiente
externo (ndo domiciliar) durante um periodo de 3 anos. Verificou-se por meio
radioimunoensaio niveis comparaveis aos de alérgenos de polens e encontrou-se
indices mais altos em determinados meses do ano. Os autores concluem que a
mariposa representa importante alérgeno sazonal nos EUA (Estados Unidos da
América).

Neste mesmo estudo, foram realizados testes cutaneos com extratos de
mariposa em 257 pacientes sensibilizados a aeroalérgenos comuns e houve 45,0%
de reatividade nesta populacdo (WYNN et al., 1988).

Em imunoensaio realizado a partir da poeira doméstica, Kino et al (1987)
revelaram presenca de aeroalérgenos de trés espécies de insetos (incluindo a
mariposa do bicho-da-seda) em suspensdo no ar e perceberam que pode haver
flutuacdes nas suas concentragdes durante o ano. Concluiram, portanto, que 0s
insetos sao alérgenos inalantes comuns e podem ter variacdo sazonal.

Alta taxa de sensibilidade a mariposa foi detectada por Kino e Oshima (1978)
durante avaliagdo de 66 pacientes asmaticos selecionados aleatoriamente. Destes,
37 (56,0%) apresentaram teste cutaneo alérgico intradérmico positivo ao extrato de
mariposa e 20 (30,3%) obtiveram positividade a IgE especifica (RAST) no soro para
mariposa. Conclui-se que sao insetos prontamente atraidos por luzes artificiais e
gue frequentemente voam para o interior das residéncias, portanto podem ser

fatores causais importantes de asma.
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Cinquenta asmaticos sem histéria de exposicdo ocupacional foram
submetidos a testes cutaneos e dosagem de IgE especifica sérica com extratos
provenientes das asas e do corpo da mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mori).
Houve reatividade cutanea em 68,0% e 56,0% dos pacientes respectivamente e
positividade ao RAST em 44,0% e 22,0% dos casos respectivamente. Sugerindo
gue os componentes das asas da mariposa do bicho-da-seda sao os sensibilizantes
principais. Demonstrou-se ainda por meio de testes de inibicdo que ha reacao
cruzada entre alérgenos de borboleta e mariposa (KINO; OSHIMA, 1979).

Em outro estudo realizado no Japdo, mensurou-se IgE especifica para
Bombyx mori e uma espécie de mosquito (Chironomus yoshimatsui) pelo método
CAP no soro de 51 asmaticos alérgicos a acaros, nenhum dos quais relatavam
exposicao prévia a esses insetos ou evidéncia aparente de asma relacionada aos
mesmos. No entanto, 30 (59,0%) desses pacientes apresentavam positividade aos
testes para mariposa e 25 (49,0%) para mosquito. E foi demonstrado por meio de
ensaio de inibicdo que ha reacdo cruzada entre eles (KOMASE et al., 1997).

Com o objetivo de verificar a importancia dos insetos como alérgenos
causadores de rinite alérgica, foram feitos testes cutaneos intradérmicos com extrato
de mariposa do bicho-da-seda em 80 pacientes dos quais 18 (22,5%) apresentaram
positividade. Avaliaram-se ainda, estudantes de medicina voluntarios, que foram
divididos em dois grupos: um com sintomas nasais e outro assintomatico. De um
total de 26 do primeiro grupo, 5 (19,2%) tinham testes alérgicos positivos para
mariposa e dos 48 pertencentes ao segundo grupo, 6 (12,5%) apresentaram
reatividade cutanea. Sugeriu-se que as mariposas sado alérgenos relativamente
comuns e podem ser responsaveis por rinite alérgica (OGINO et al., 1990).

Suzuki et al (1995) dosaram IgE especifica para mariposa do bicho-da-seda,
entre outros aeroalérgenos comuns, pelo método CAP em 267 pacientes
diagnosticados com rinite alérgica e detectaram positividade em um terco deles.
Mostraram que este alérgeno apresentou a terceira mais alta taxa de reatividade,
apos polens e acaros. Resultados esses, qgue comprovam a relevancia do antigeno
de Bombyx mori como causador de rinite alérgica no Japao.

Para esclarecer o papel dos insetos como desencadeantes de rinite alérgica,
foram mensuradas IgEs especificas para mariposa, mosquito e barata por RAST no
soro de 560 pacientes com esse diagndstico. Obtiveram-se as seguintes frequéncias

de positividade respectivamente: 32,5%, 16,1% e 13,4%. Nos individuos em que os
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valores de RAST foram mais elevados (classe trés ou quatro), a provocacéo nasal
com antigenos de mariposa foi positiva em 61,5%. Comprovou-se forte correlagdo
entre os titulos de IgE especifica para mariposa e mosquito, mas nao entre o0s
demais. Demonstrando novamente que as mariposas sdo alérgenos inalantes que
provocam rinite alérgica no Japéo (OKUDA et al., 2002).

Além dos relatos da associacdo de alergia a mariposa com asma e rinite,
comprovou-se uma maior elevacdo de IgE especifica sérica por meio de RAST em
40 pacientes com conjuntivite alérgica primaveril comparada a um grupo controle
composto por 50 ndo atépicos (MIMURA et al., 2004).

Ha relatos de reacdes alérgicas e irritativas na pele de marinheiros apés
contato com mariposas do género Hylesia. Foram atraidas facilmente pela luz
artificial dos navios e partes dos corpos das mariposas mortas provocaram erupgao
pruriginosa em 34 dos 35 trabalhadores a bordo (DINEHART et al., 1985). Em 1990,
141 habitantes de um abrigo publico em Singapura apresentaram urticaria papular
provocada por mariposas (OOl et al., 1991).

Criancas asmaticas em Ohio, EUA foram submetidas ao RAST para detecc¢ao
de IgE especifica para mariposa, entre outros insetos. De um total de 37, 16 (43,2%)
apresentaram resultado positivo. No entanto, os autores concluem que sao
necessarios mais estudos para verificar se os alérgenos desses insetos podem
produzir sintomas clinicamente significativos em individuos atépicos sensibilizados
(LIERL; RIORDAN; FISCHER, 1994).

Em 1997, Roséario realizou testes cutaneos alérgicos em 250 criancas
atopicas na cidade de Curitiba e detectou que 96 (38,4%) apresentavam positividade
ao extrato de mariposa (1:20 peso/volume Heterocera). Foi a causa mais frequente
entre os inalantes apés o acaro da espécie Dermatophagoides pteronyssinus, que
totalizou 97,5% de testes positivos. O autor sugere que o alto indice de
sensibilizagdo a mariposa requer uma melhor avaliagdo sobre sua relevancia clinica,
ja documentada desde a década de 70 no Jap&o (ROSARIO, 1997).
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2.4 DETERMINACAO DE IgE ESPECIFICA PARA Bombyx mori in vivo POR
MEIO DE TCA POR PUNTURA

Os testes cutaneos alérgicos sdo amplamente utilizados para demonstrar
reacbes alérgicas mediadas por IgE e representam a principal ferramenta
diagnéstica no campo da alergia. Aléem disso, contemplam alto grau de correlacdo
com o0s sintomas e apresentam alta sensibilidade e especificidade para o diagndstico
de alergia a inalantes (BOUSQUET et al., 2012).

O procedimento emprega uma pequena quantidade de extrato alergénico que
€ injetada na epiderme. Caso o paciente seja sensivel ao alérgeno testado, ocorre
ligacdo entre o antigeno e a IgE especifica acoplada aos receptores de alta
afinidade dos mastdcitos presentes na pele do individuo, resultando na liberacéo de
histamina e outros mediadores inflamatérios. Em conjunto com reflexos neuronais,
esses mediadores levam a formacdo de uma reacdo constituida por uma papula,
circundada por um eritema apos 15 a 20 minutos (BOUSQUET, 1993).

Trata-se, portanto de um método efetivo, simples e rapido para detec¢do de
IgE especifica in vivo ao alérgeno testado (SMITH, 1992).

A resposta ao TCA pode ser quantificada pelos diametros da papula e do
eritema (OWNBY, 1988). Os resultados sdo comparaveis aos obtidos pela deteccéo
de IgE especifica sérica in vitro (OWNBY, 1988; ROSARIO; VILELA, 1997).

Roséario e Vilela destacaram que sdo testes Uteis para o diagndstico e
quantificacdo da atopia e, em virtude da facilidade e rapidez na obtencdo dos
resultados, devem ser os métodos de escolha para avaliacdo de individuos atdpicos
(ROSARIO; VILELA, 1997).

Tanto a Academia Americana quanto a Européia de Alergia e Imunologia
recomendam os testes cutaneos alérgicos para diagnostico de doencas alérgicas
mediadas por IgE (AMERICAN ACADEMY OF ASTHMA, ALLERGY AND
IMMUNOLOGY, 1992; EUROPEAN ACADEMY OF ALLERGOLOGY AND CLINICAL
IMMUNOLOGY, 1993).
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2.5 DETERMINACAO DE IgE ESPECIFICA PARA MARIPOSA in vitro POR
MEIO DE IMMUNOCAP®

Ensaios para deteccdo de IgE especifica sérica sdo meios objetivos de
identificar alergias especificas em diferentes individuos, que combinados a historia
clinica e exame fisico sdo capazes de estabelecer o diagndstico de doencas
alérgicas (AHLSTEDT, 2002).

Em 1967, Ishizaka et al detectaram IgE especifica no soro de pacientes com
mieloma (ISHISAKA; ISHISAKA; HORNBROOK, 1967). Com isso, foi possivel definir
a estrutura da IgE e criar o teste de radioimunoensaio ou RAST (WIDE; BENNICH,;
JOHANSSON, 1967). Esse teste tem sido amplamente utilizado para mensurar IgE
especifica a alérgenos (YUNGINGER et al., 2000).

Inicialmente a técnica do RAST apresentava baixa sensibilidade e
especificidade quando comparada ao teste cutaneo alérgico. Em 1992, Williams et al
introduziram uma fase sélida de alta capacidade de absorbancia denominada
imunoensaio enzimatico fluorimétrico ou CAP, que tem facilitado a deteccdo de
alérgenos com base na ligacéo de IgE.

O teste de ImmunoCAP® (Pharmacia Diagnostics) é atualmente considerado
padrdo para deteccdo de IgE especifica in vitro, demonstrando performance
reprodutivel, porém mais precisa que o0s demais métodos disponiveis. Tem-se
mostrado uma ferramenta confidvel para o diagnéstico de sensibilizacao alérgica,
particularmente util quando os testes in vivo ndo estao disponiveis (JOHANSSON,
2004).

Os niveis de IgE especifica para alimentos por meio do método ImmunoCAP®
servem como pontos de decisdo no diagnéstico da alergia alimentar, além de
predizerem tolerancia a leite e ovo. Com o objetivo de determinar se os niveis de IgE
derivados de diferentes ensaios sdo comparaveis aos do ImmunoCAP® , foram
realizadas dosagens de IgE especifica para alimentos e aeroalérgenos em 50
criancas alérgicas. Comprovou-se que ha discrepancias entre os resultados dos trés
métodos analisados (ImmunoCAP®, Turbo-MP® e Immulite®). Portanto, os niveis
determinados pelo ImmunoCAP® nao devem ser aplicados aos resultados de outros
ensaios (WANG; GODBOLD; SAMPSON, 2008).
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Simpson et al (2005) investigaram associacdo entre sibilancia, funcéo
pulmonar e niveis de IgE especifica sérica para acaro, cdo e gato por InmunoCAP®
em uma coorte composta por 521 criancas desde o nascimento até os 5 anos de
idade. Os autores concluiram que a probabilidade de sibilancia e deterioracdo da
funcdo pulmonar aumentou conforme aumentaram os niveis de IgE especifica para
os alérgenos testados por esse método.

A aquisicao de resultados confiaveis e precisos de anticorpos IgE especificos
€ imprescindivel para identificar os agentes causais nas doencas alérgicas. Essas
dosagens, associadas a histéria clinica e exame fisico, sdo utilizadas para
estabelecer o diagnéstico das doencas alérgicas e consequentemente interferem

nas decisdes terapéuticas (WILLIAMS et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO E LOCAL DO ESTUDO

Trata-se de um estudo analitico transversal. A pesquisa foi desenvolvida no
ambulatorio de Alergologia e Pneumologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) no periodo compreendido entre margo
e agosto de 2010.

3.2 CASUISTICA

Pacientes em acompanhamento no ambulatério de Alergologia e
Pneumologia Pediatrica do HC-UFPR, que atende aproximadamente 400 pacientes

por més, constituiram a casuistica deste estudo.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Escolares e adolescentes de ambos 0s sexos, com diagnostico de asma e/ou
rinite alérgicas, acompanhados no ambulatério de Alergologia e Pneumologia
Pediatrica do HC-UFPR. Foram considerados alérgicos, 0s que apresentaram
positividade ao TCA para pelo menos um dos seguintes antigenos:
Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, Blattella germanica, Lolium
multiflorum, epitélio de céo ou epitélio de gato.
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3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos aqueles que néo preenchiam os critérios de inclusao e cujas
amostras de soro foram insuficientes para realizar a detec¢cdo completa das IgEs

especificas pelo método ImmunoCAP®.

3.5 POPULACAO DO ESTUDO

Obedecendo aos critérios de inclusdo e excluséo, a populacdo do estudo se

constituiu de 120 pacientes.

3.6 AMOSTRA E TECNICA DE AMOSTRAGEM

Foram selecionados, sempre com a presenca da pesquisadora, 101 pacientes
por amostragem nao probabilistica de conveniéncia. Destes, dois casos foram
posteriormente excluidos por insuficiéncia de soro para realizacdo das IgEs

especificas pelo ImmunoCAP®.

3.7 PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

3.7.1 Dados clinicos e epidemiol6gicos

A partir da inclusdo do paciente no estudo, foi realizado levantamento dos
seguintes dados de prontuario: nome, sexo, data de nascimento, idade, procedéncia,
diagnostico das doencas alérgicas (incluindo a classificacdo de gravidade dos

sintomas), histéria familiar de atopia, tabagismo e presenca de animais no domicilio.
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O diagnéstico de asma intermitente, leve persistente, moderada persistente
ou grave persistente seguiu critérios clinicos referentes a primeira consulta descrita
no prontuario conforme a classificacdo proposta pelo GINA — Global Iniciative for
Asthma (2006).

A classificacdo da rinite em intermitente ou persistente, de acordo com a
frequéncia dos sintomas e leve ou moderada/grave, conforme a morbidade dos
sintomas foi feita segundo recomendagdes do ARIA — Allergic Rhinitis and its Impact
on Asthma (BOUSQUET et al., 2008). A partir de dados do prontuério referentes a

primeira consulta no ambulatorio.

3.7.2 Preparo do extrato alergénico de Bombyx mori

Os casulos de bicho-da-seda da espécie Bombyx mori foram coletados da
industria de fiacdo de seda Bratac e transportados em local seco e fresco de
Londrina a Curitiba. Foram armazenados em caixa acrilica até a eclosdo das pupas
em mariposas no HC-UFPR, setor de Alergia Pediatrica. Foram dissecadas e
removidas as suas asas, pois € onde se localizam seus principais antigenos (KINO;
OSHIMA, 1979) e, a partir das quais foi preparado o extrato alergénico.

O meio para padronizacdo do preparo de alérgenos utilizado foi o sistema
peso/volume, no qual se extrai um peso conhecido em um volume especificado de
fluido. A solucdo resultante pode ser concentrada ou diluida quando necessario
(PATTERSON; GRAMMER; GREENBERGER, 1997). O método escolhido foi o
descrito por Lierl, Riordan e Fischer (1994), obedecendo os seguintes passos:

1) O material proveniente do inseto foi macerado com um pildo em um gral de
ceramica e o conteudo foi desengordurado com éter seco;

2) A medida aproximada de 2g das particulas do inseto foi colocada em 20mL
de solugcdo tampdo estéril fria (PBS), misturada por seis minutos e mantida
em repouso (refrigerada a 4°C) por 48 horas;

3) Para a extracdo do antigeno, a mistura foi centrifugada por 15 minutos a
12.000 rotagdes por minuto;

4) O sobrenadante foi filtrado com filtros esterilizados de poliestersulfona (PES)

contendo poros com diametros de 0,2um;
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5) Feitas provas bacterioldgicas para garantir a esterilidade da solucéo;

6) O filtrado foi diluido em glicerina 50,0%, com concentragdo final a 1:20
peso/volume;

7) O extrato alergénico foi acondicionado em frascos com conta-gotas a 4°C até

0 momento do uso nos testes cutaneos por puntura.

FIGURA 1 — CASULOS DO BICHO-DA-SEDA
FONTE: INDUSTRIA DE FIAGAO DE SEDA BRATAC

FIGURA 2 — MARIPOSAS DA ESPECIE BOMBYX MORI
FONTE: O Autor (2010)
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3.7.3 Testes cutaneos alérgicos por puntura

Os pacientes selecionados foram submetidos a TCA por puntura com extrato
alergénico confeccionado de Bombyx mori. Obedecendo a seguinte técnica: cada
paciente foi colocado em posi¢cdo confortavel, realizada assepsia da superficie volar
do antebraco direito com alcool etilico a 70,0%, em seguida aplicada uma gota do
extrato na pele e o local marcado com caneta marcadora de pele. O controle
positivo foi realizado com histamina na concentracdo de 10mg/mL (IPI/ASAC, Brasil)
e 0 negativo com solugéo salina/glicerol a 50,0% (IPI/ASAC, Brasil) com intervalo de
3 cm de distancia entre eles. Utilizou-se técnica de puntura com agulha estéril de 27
mm superficialmente na pele, em angulo de 20°.

Apés 15 minutos, procedeu-se a leitura da reacdo com auxilio de régua
milimetrada, considerado teste positivo quando a média entre os dois diametros
perpendiculares da papula foi maior ou igual a 3 mm (NELSON, 2011).

Nenhum dos pacientes estava em uso de antihistaminicos ou outras
medicagdes que pudessem interferir no resultado do TCA na semana que antecedeu

a sua realizacao.

3.7.4 Coleta de sangue venoso

Na mesma ocasido da realizacdo dos testes cutaneos alérgicos, foram
coletados 5 mL de sangue de todos o0s participantes por venopuncao na regiao do
antebraco e acondicionados em frascos de coleta para exame hematoldgico. Apds a
formacéo do coagulo, os tubos foram centrifugados a 2000 rota¢des por minuto por
10 minutos, os soros obtidos foram aliquotados em tubos eppendorf® e
armazenados em freezer a -80°C até se proceder a analise das IgEs pelo método
ImmunoCAP®.
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3.7.5 Deteccao de IgE sérica total e especifica pelo método ImmunoCAP®

Foi utilizado o método ImmunoCAP® para deteccdo de IgE total e dos
seguintes anticorpos IgE especificos séricos: Bombyx mori, Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, Blattella germanica,
epitélio de cédo e epitélio de gato nos 99 individuos selecionados para o estudo.
Segundo a técnica de fluoroenzimaimunoensaio (FEIA) da Phadia® 100. Em que o
alérgeno suspeito foi acoplado a fase solida do ImmunoCAP® por ligacdo covalente
e reagiu com os anticorpos IgE especificos contidos na amostra de soro dos
pacientes. Em seguida, os anticorpos ndo-especificos foram eliminados através de
lavagem e foram adicionados anticorpos anti-IgE ligados a enzima (-galactosidase.
Apés a incubacao, os anticorpos (anti-lgE-enzima) nao ligados, foram eliminados por
novo processo de lavagem. O substrato da enzima, contido na solugéao reveladora
(development), foi adicionado ao meio reacional e aguardou-se mais um periodo de
incubacdo. Em seguida, a reacgéao foi interrompida pela adi¢cdo de solucao stop e foi
medida a fluorescéncia.

Quanto mais elevado o valor da fluorescéncia, mais elevada a quantidade de
IgE especifica daquela amostra. Para se quantificar a IgE especifica presente nos
soros, foram medidos os resultados de fluorescéncia em unidades de resposta e
comparados aos obtidos pelos calibradores para tornar as analises mais fidedignas.

Foram utilizadas curvas de calibracdo com seis pontos calibradores, ou seja,
seis amostras cujos valores de concentracdo eram conhecidos e crescentes. As
quais foram submetidas as mesmas etapas de reacdo e tempos de incubacédo que
as amostras de concentracdo desconhecida (pacientes) e realizadas em duplicata
(PRINCIPIO, 2012).

A padronizagdo dos soros calibradores de IgE foi realizada através de
alinhamento com as Preparacbes de Referéncia Internacional da Organizagéo
Mundial da Saude 75/502.

A concentracao de IgE total foi expressa em kU/L e para as IgEs especificas
em kUA/L. Foram considerados positivos, os valores acima de 0,7kUA/L.
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3.7.6 Coleta e registro de dados

Avaliacdo clinica, realizacdo de TCA por puntura e coleta de sangue venoso
foram realizados pela pesquisadora responsavel no momento da selecdo e apos
anuéncia dos pais, durante consulta de seguimento dos pacientes no ambulatério.

Os dados clinicos, juntamente com os resultados dos testes cutaneos e das
IgEs especificas séricas pelo ImmunoCAP®, foram compilados em ficha clinica,
registrados em planilha eletrénica (Microsoft Excel®), conferidos e exportados para

posterior andlise estatistica (Statistica-Statsoft®).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As medidas de tendéncia central e de disperséo estdo expressas em médias
e desvio padrdo para as variaveis continuas de distribuicdo simétrica e em
medianas, valores minimo e maximo (mediana, minimo — maximo) para as de
distribuicdo assimétrica.

A estimativa da diferenca de variaveis continuas de distribuicdo normal foi
realizada pelo teste paramétrico t de Student e para variaveis de distribuicao
assimétrica, o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

A estimativa de diferenca entre variaveis categoricas foi realizada pelos
testes exato de Fisher e qui-quadrado de Pearson.

O modelo de regressao logistica univariada foi utilizado para estimar a
probabilidade de positividade dos testes cutaneos de acordo com os niveis de IgE
especifica sérica.

Curvas ROC foram construidas para estimar os pontos de corte de maior
sensibilidade e especificidade para a ocorréncia de asma, rinite alérgica e de
positividade ao TCA para Bombyx mori.

Para todos os testes foi considerado um nivel minimo de significancia de 5% e

poder de teste minimo de 85%.
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3.9 ETICA EM PESQUISA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do HC-UFPR em 30 de mar¢go de 2010, sob registro
2155.050/2010-03 (ANEXO 1) conforme as normas da resolucdo 196/96. O estudo
foi iniciado apds anuéncia dos pais ou responsaveis mediante leitura e assinatura de
termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 1) e os participantes
maiores de 12 anos, termo de assentimento (APENDICE 2). Sendo integralmente
esclarecidos sobre os critérios e objetivos do estudo.

3.10 FOMENTO PARA PESQUISA

A pesquisa teve apoio financeiro do Programa de Po6s-Graduacdo em Saude
da Crianca e do Adolescente da UFPR para a compra dos reagentes utilizados nas
andlises de IgEs especificas pelo método ImmunoCAP®.

A pesquisa foi conduzida na UFPR e obteve fomento da Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Capes, com concessao de bolsa de

estudo a pesquisadora.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA DE ESTUDO

A amostra do grupo de estudo foi constituida por 99 pacientes com
diagnéstico de asma e/ou rinite, que foram submetidos ao TCA por puntura e a
andlise de IgE especifica por InmunoCAP®. Na TABELA 2 sd@o apresentados 0s
dados clinicos e epidemiolégicos destes pacientes.

TABELA 2 — DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS (n 99)

CARACTERISTICAS n (%)
Idade (anos) 10,4 (+ 2,2)
Sexo (masculino:feminino) 61:38 (61,6:38,4)
Asma 87 (87,9)
Intermitente/Leve 31 (35,6)
Moderada 46 (52,9)
Grave 10 (11,5)
Rinite 95 (95,9)
Leve 24 (25,3)
Moderada/Grave 71(74,7)
Sintomas oculares 66 (66,7)
Dermatite atdpica 9(9,1)
Urticaria 6 (6,1)
Historia familiar de atopia 66 (66,7)
Animais estimacao 66 (66,7)

Expressa em média (desvio padréo)
FONTE: O autor (2012)

A média de idade dos pacientes foi de 10,4 + 2,2 anos, variando de 6,0 a 15,0
anos (IC 95% =9,9 — 10,8), sendo 61 (61,6%) do sexo masculino.

Sessenta e cinco pacientes eram provenientes de Curitiba (65,6%) e 34 da
Regido Metropolitana de Curitiba (34,3%).
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Oitenta e sete pacientes apresentavam asma (87,9%) e 95 (95,9%) rinite
alérgica. Doze (12,1%) apresentavam somente rinite e 04 (4,0%) somente asma.

Entre os pacientes com asma, 31 (35,6%) foram classificados com a forma
intermitente ou leve persistente, 46 (52,9%) moderada persistente e 10 (11,5%)
grave persistente. Para fins de analise estatistica, optou-se por dividir, de forma
arbitraria, os pacientes com asma em trés grupos: asma intermitente ou leve
persistente, asma moderada persistente e asma grave persistente.

Entre os pacientes com rinite alérgica, 24 (25,3%) apresentavam a forma leve
(rinite intermitente ou persistente leve) e 71 (74,7%) persistente moderada/grave.

Sintomas oculares (prurido ocular, lacrimagéo, hiperemia conjuntival ou
congestdo) foram relatados por 66,7% dos pacientes. Entre as outras doencas
alérgicas, dermatite atdpica foi diagnosticada em 09 (9,1%) pacientes e urticaria em
06 (6,1%).

Em 66 (66,7%) pacientes a historia familiar era positiva para atopia (um dos
pais e/ou irmdos com diagnostico de doenca alérgica). Em 35 (35,3%) casos havia
histéria de tabagismo no domicilio. Animais domésticos estavam presentes no
domicilio em 66 casos (66,7%), sendo cdo em 66 casos (66,7%) e gato em 09 casos
(9,1%).

As frequéncias de positividade pelo TCA aos seguintes alérgenos:
Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis, Blattella germanica, Lolium
multiflorum, epitélio de cédo, epitélio de gato e Bombyx mori estdo apresentadas na
TABELA 3 (considerados positivos quando a média dos maiores didmetros era =
3mm).

Os acaros da poeira foram os predominantes, sendo 82 (82,8%) pacientes
sensibilizados ao Dermatophagoides pteronyssinus e 69 (69,7%) a Blomia tropicalis.
A espécie de mariposa do bicho-da-seda Bombyx mori foi o terceiro alérgeno em
frequéncia de positividade, totalizando 52,5% de pacientes sensiveis. Seguido de:
barata (Blattella germanica), epitélio cado, polen do azevém (Lolium multiflorum) e
epitélio de gato com 17,2%; 16,2%; 15,1% e 12,1% de testes positivos

respectivamente.



TABELA 3 — FREQUENCIA DE POSITIVIDADE AO TCA COM
DIFERENTES ALERGENOS (n 99)

ALERGENOS n (%)

Dermatophagoides pteronyssinus 82 (82,8)
Blomia tropicalis 69 (69,7)
Bombyx mori 52 (52,5)
Blattella germanica 17 (17,2)
Epitélio cao 16 (16,2)
Lolium multiflorum 15 (15,1)
Epitélio gato 12 (12,1)

FONTE: O autor (2013)
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Foram avaliadas as frequéncias de positividade ao ImmunoCAP® (valor de

corte 0,7 KUA/L), assim como os valores de IgE especifica e total (TABELA 4). Os

mais frequentes e que apresentaram maiores niveis de IgEs especificas foram os

acaros. Blomia tropicalis foi o alérgeno mais encontrado (88,9%), seguido dos

acaros do género Dermatophagoides (Dermatophagoides pteronyssinus 86,7% e

Dermatophagoides farinae 85,8%). O segundo em frequéncia apds os acaros da

poeira foi o alérgeno da mariposa (Bombyx mori), com 60 (60,6%) pacientes

sensibilizados. Seguido de barata (Blattella germanica), epitélio de cado e de gato

com os seguintes indices de positividade: 47,5%; 22,2% e 16,2%.

TABELA 4 — FREQUENCIA DE POSITIVIDADE AS IgEs ESPECIFICAS PELO IMMUNOCAP®
(>0,7 KUA/L) E NIVEIS SERICOS DE IgEs ESPECIFICAS E TOTAL (n 99)

ALERGENOS/IgE TOTAL n (%) MEDIANAS (MIN-MAX) KUA/L
Blomia tropicalis 88 (88,9) 17,7 (0 —>100,0)
Dermatophagoides pteronyssinus 86 (86,7) 82,4 (0 — >100,0)
Dermatophagoides farinae 85 (85,8) 46,2 (0 — >100,0)

Bombyx mori 60 (60,6) 1,1 (0 - >100,0)

Blattella germanica 47 (47,5) 0,6 (0-52,4)

Epitélio cdo 22 (22,2) 0,2(0-31,5)

Epitélio gato 16 (16,2) 0,0(0-71,3)

IgE total (kU/L)

883,0 (73,9 — >5000,0)

FONTE: O autor (2013)
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A mediana dos niveis de IgE total foi 883,0 kU/L, variando de 73,9 a >5000,0,
considerados valores elevados. As medianas dos niveis de IgE especifica para
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis
foram respectivamente: 82,4 kUA/L, 46,2 kUA/L e 17,7 KUA/L. A mediana
encontrada para Bombyx mori foi de 1,1 KUA/L, com valores entre 0 e >100,0 KUA/L
(TABELA 4).

Os niveis de IgE especifica para Bombyx mori divididos em classes conforme
referéncia do ImmunoCAP®: classe 0 (<0,35 kUA/L), classe 1 (0,35-0,69 kUAI/L),
classe 2 (0,7-3,49 kUA/L), classe 3 (3,5-17,49 KUAJ/L), classe 4 (17,5-49,9 kUA/L),
classe 5 (50-99,9 KUA/L) e classe 6 (2100,0 kUA/L) estéo ilustrados no GRAFICO 1.
As classes 0 e 1 foram consideradas negativas e somaram 39 pacientes. Entre os
participantes com resultados positivos, houve predominio das classes 2 e 3 (total de
47), as classes 4 e 5 foram compostas por 6 pacientes cada e apenas 1 obteve
valores 2100,0 KUA/L, correspondente a classe 6.

N
o

35

w
ol
1

w
o
1

26

N
(6]
I

21

Numero de pacientes
N
o
1

[
ol
!

=
o
!

6]
1

6 6
4
[ ] e
=
0 1 2 3 4 5 6

Classes de IgE especifica

o
I

GRAFICO 1 - NUMERO DE PACIENTES DE ACORDO COM AS CLASSES DE
IgE ESPECIFICA PARA Bombyx mori (n 99)
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4.2 RELACAO ENTRE DOSAGENS DE IgEs ESPECIFICAS SERICAS E
TESTES CUTANEOS

Andlise de regressao logistica univariada mostrou que houve relacdo entre a
positividade aos testes cutaneos para Bombyx mori e 0s niveis séricos de anticorpos
IgE especificos para Bombyx mori (p=0,006). Valores de IgE especifica para
Bombyx mori de 50 KUA/L (classe 5) estdo relacionados a probabilidade de mais de
80% de TCA positivo para este alérgeno (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA
Bombyx mori DE ACORDO COM OS NIVEIS
SERICOS DE IGE ESPECIFICA PARA Bombyx mori
(n99)

NOTA: Regressao logistica univariada: p = 0,006

FONTE: O autor (2013)

Da mesma maneira, foi analisada a probabilidade de positividade do TCA de
acordo com os niveis séricos de IgE especifica para o0s seguintes alérgenos:
Dermatophagoides pteronyssinus (p<0,001) (APENDICE 3), Blomia tropicalis
(p=0,04) (APENDICE 4), Blattella germanica (p=0,01) (APENDICE 5), epitélio de c&o
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(p=0,02) (APENDICE 6) e epitélio de gato (p=0,03) (APENDICE 7). Todos
apresentaram correspondéncia entre os testes cutaneos e suas respectivas IgEs

especificas séricas.

4.3 RELACAO ENTRE TCA PARA Bombyx mori E VARIAVEIS CLINICAS E
EPIDEMIOLOGICAS

Cingquenta e dois pacientes (52,5%) apresentaram TCA positivo para Bombyx
mori. Analisou-se associacdo entre a sua positividade e variaveis clinicas e
epidemioldgicas.

Entre os pacientes com rinite alérgica, 54,7% apresentaram TCA positivo para
Bombyx mori. Foi encontrada associacao entre a positividade do TCA para Bombyx

mori e a presenca de rinite alérgica (p=0,04) (GRAFICO 3).

100 100

90 —

80 —

70 —

60 54,7 —

50 - 45,3 — mPositivo
40 - ———  ENegativo
30 - —

20 - —

10 - —

NUmero de pacientes (%)

Sim Nao

Presenca de rinite alérgica

GRAFICO 3 — FREQUENCIA DE REATIVIDADE AO TCA PARA Bombyx
mori E PRESENCA DE RINITE ALERGICA (n 99)

NOTA: Teste exato de Fisher: p = 0,04

FONTE: O autor (2013)
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No entanto ndo se observou diferenca significativa na frequéncia de
positividade do TCA para Bombyx mori nas diferentes formas de rinite (p = 0,37)
(GRAFICO 4).
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GRAFICO 4 — DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA QUANTO A POSITIVIDADE
DO TCA PARA Bombyx mori DE ACORDO COM A GRAVIDADE
DA RINITE (n 99)

NOTA: Teste exato de Fisher: p = 0,37

FONTE: O autor (2013)

N&o houve associacdo entre a positividade ao TCA para Bombyx mori e a
presenca de asma (p=0,36) (GRAFICO 5).

Da mesma maneira ndo se observou diferenca significativa na frequéncia de
positividade do TCA para Bombyx mori nas diferentes formas de asma (p = 0,73)
(GRAFICO 6).
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GRAFICO 5 - FREQUENCIA DE REATIVIDADE AO TCA PARA Bombyx mori E

PRESENCA DE ASMA (n 99)

NOTA: Teste exato de Fisher: p = 0,36
FONTE: O autor (2013)
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GRAFICO 6 — DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA QUANTO A

POSITIVIDADE DO TCA PARA Bombyx mori DE
ACORDO COM A GRAVIDADE DA ASMA (n 99)

NOTA: Teste qui-quadrado de Pearson: p = 0,73
FONTE: O autor (2013)
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N&o se observou associacao significativa entre a positividade ao TCA para
Bombyx mori e a presenca de sintomas oculares (p = 0,14), mas houve associacéo
com dermatite atopica (p=0,03) e urticaria (p=0,02).

A positividade ao TCA foi semelhante entre os pacientes com e sem
histéria familiar de alergia (51,5% versus 54,5%, p = 0,83). Ndo houve associa¢ado

com tabagismo ou presenca de animais domésticos (p > 0,05).

4.4 RELACAO ENTRE TCA PARA Bombyx mori E DEMAIS TESTES
CUTANEOS

Na TABELA 5 estdo apresentadas as frequéncias de positividade a Bombyx
mori em relacdo aos demais testes cutaneos. Houve uma tendéncia em haver mais
testes cutaneos positivos para Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropicalis,
Lolium multiflorum, epitélio de cao e epitélio de gato no grupo de pacientes cujo TCA
também foi positivo para Bombyx mori, porém a associacéo nao foi estatisticamente
significativa. Para Blattella germanica houve mais testes cutaneos positivos no grupo

de pacientes nao sensibilizados a mariposa pelo TCA do que nos sensibilizados.

TABELA 5 — ASSOCIAGAO ENTRE POSITIVIDADE AO TCA PARA BOMBYX
MORI E OS DEMAIS TESTES CUTANEOS (n 99)

ALERGENOS TCABOMBYX + | TCABOMBYX - | p
n 52 (%) n 47 (%)

DP 43 (82,7) 39 (83,0) 1,00
BT 36 (69,2) 33 (70,2) 1,00
BG 08 (15,4) 09 (19,1) 0,79
LM 09 (17,3) 06 (12,8) 0,58
Epitélio cdo 11 (21,1) 05 (10,6) 0,18
Epitélio gato 08 (15,4) 04 (8,5) 0,36

NOTA: Teste exato de Fisher
FONTE: O autor (2013)
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4.5 RELACAO ENTRE DOSAGENS DE IgE SERICA TOTAL E ESPECIFICAS E
POSITIVIDADE DO TCA PARA Bombyx mori

Andlise dos niveis séricos de anticorpos IgE total e especificos em relacdo ao
TCA para Bombyx mori mostrou haver uma tendéncia a serem mais elevados em
pacientes sensibilizados a mariposa (TCA positivo a Bombyx mori). No entanto, so
foram significativamente elevados os niveis de IgE especifica sérica para barata
(Blattella germanica) (p=0,02) e para a propria mariposa (Bombyx mori) (p<0,001)
(TABELA 6).

TABELA 6 — NIVEIS SERICOS DE IgE TOTAL E ESPECIFICAS DE ACORDO COM
A POSITIVIDADE AO TCA PARA Bombyx mori (n 99)

NIVEISDE [ TCA+ TCA- p

IGE (n 52) (n47)

DP 88,8 (0,0 — 146,0) 62,6 (0,0 — 144,0) 0,75
DF 50,3 (0,0 — 127,0) 36,2 (0,0 — 126,0) 0,77
BT 24,2 (0,0 — 113,0) 11,9 (0,0 - 111,0) 0,07
BG 1,0 (0,0 - 52,4) 0,3(0,0-37,3) 0,002
Céo 0,2 (0,0-6,3) 0,2 (0,0 — 31,5) 0,13
Gato 0,0 (0,0 —71,3) 0,0 (0,0 — 32,5) 0,14
Bombyx 3,1 (0,0 — 100,0) 0,4 (0,0 — 83,0) <0,001
IgE Total 1107,0 (73,9 — 5000,0) 772,0 (93,0 — 5000,0) 0,13

NOTA: Teste de Mann-Whitney
FONTE: O autor (2013)

Da mesma maneira, houve uma tendéncia de se encontrar mais IgEs
especificas positivas (>0,7 KUA/L) nos pacientes cujos testes cutaneos alérgicos
foram positivos a mariposa (Bombyx mori). No entanto, sé houve significativamente
maior frequéncia de positividade as IgEs especificas para barata (Blattella

germanica) (p=0,04) e a prépria mariposa (Bombyx mori) (p=0,03) (TABELA 7).



TABELA 7 — FREQUENCIA DE POSITIVIDADE AS IgEs ESPECIFICAS DE
ACORDO COM A POSITIVIDADE AO TCA PARA Bombyx mori

(n 99)
IGE ESPECIFICA | TCA + TCA- P
ALERGENOS n 52 (%) n 47 (%)
DP 45 (52,3) 41 (47,7) 1,00
DF 45 (52,9) 40 (47,1) 1,00
BT 48 (54,5) 40 (45,4) 0,34
BG 30 (63,8) 17 (36,2) 0,04
Cdo 16 (72,7) 06 (27,3) 0,05
Gato 11 (68,7) 05 (31,2) 0,18
Bombyx 39 (65,0) 21 (35,0) 0,003

NOTA: Teste exato de Fisher
FONTE: O autor (2013)

4.6 CURVAS ROC — SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS VALORES DE IgE
ESPECIFICA A Bombyx mori PARA O DIAGNOSTICO DAS DOENCAS

ALERGICAS

Os valores de IgE especifica para Bombyx mori apresentaram baixa

sensibilidade e especificidade para o diagnéstico de asma (AUC=0,5) (APENDICE 8)

e de conjuntivite alérgica (AUC=0,47) (APENDICE 9).

Nao foi possivel analisar sensibilidade e especificidade dos niveis de IgE
especifica a Bombyx mori para o diagnéstico de rinite, pois quase a totalidade da

dos pacientes tinha diagnéstico de rinite. Por outro lado, para dermatite atopica e

urticaria ndo foram feitas as curvas ROC porque a amostra era pequena.
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4.7 CURVAS ROC — SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS NIVEIS DE IgE
TOTAL E ESPECIFICAS PARA A OCORRENCIA DE TCA POSITIVO PARA

Bombyx mori

Foram feitas curvas ROC para analisar sensibilidade e especificidade dos
valores de IgE total e IgEs especificas para a positividade do TCA para Bombyx
mori. Os valores de IgE total apresentaram baixa sensibilidade e especificidade para
a ocorréncia de TCA positivo para Bombyx mori (AUC=0,58) (APENDICE 10).

Assim como o0s niveis de IgE especifica para: Dermatophagoides
pteronyssinus (AUC=0,51) (APENDICE 11), Dermatophagoides farinae (AUC=0,51)
(APENDICE 12), Blomia tropicalis (AUC=0,60) (APENDICE 13), Blattella germanica
(AUC=0,67) (APENDICE 14), epitélio de cdo (AUC=0,58) (APENDICE 15) e epitélio
de gato (AUC=0,58) (APENDICE 16). No entanto, os valores de IgE especifica para
Bombyx mori foram sensiveis e especificos para a ocorréncia de TCA positivo para
Bombyx mori (APENDICE 17).

4.8 CORRELACAO ENTRE IgE TOTAL E IgES ESPECIFICAS

No estudo da correlagdo entre os niveis séricos de IgE total e IgEs
especificas observou-se fraca associacdo da IgE total com os niveis IgE especifica
para: Dermatophagoides pteronyssinus (APENDICE 18), Dermatophagoides farinae
(APENDICE 19), Blomia tropicalis (APENDICE 20) e Bombyx mori (GRAFICO 13).
N&o houve correlacédo entre os niveis de IgE total e IgEs especificas para Blattella
germanica (APENDICE 21), epitélio de cdo (APENDICE 22) e epitélio de gato
(APENDICE 23).



Coeficiente de corelacdo: 0,44
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GRAFICO 7 — DIAGRAMA DE DISPERSAO PARA NIVEIS DE IgE TOTAL
E IgE ESPECIFICA PARA Bombyx mori
NOTA: Correlacdo de Pearson: r = 0,44
FONTE: O autor (2013)
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5 DISCUSSAO

Os alérgenos estdo fortemente relacionados a inducdo de sensibilizacao,
determinada por meio da positividade aos testes cutdneos ou deteccdo de IgE
especifica sérica. A exposi¢cdo de individuos sensibilizados a alérgenos inalantes
leva ao desenvolvimento de sintomas de asma e rinite alérgica (CUSTOVIC et al.,
1996). Por isso o0 conhecimento sobre os aeroalérgenos sensibilizantes é
fundamental para o diagndstico e tratamento destas doencas (DUTRA; ROSARIO;
ZAVADNIAK, 2001).

Ja é conhecido que os acaros da poeira doméstica sdo as principais fontes
alergénicas em pacientes com doencas alérgicas respiratérias na cidade de Curitiba
(TRIPPIA; ROSARIO FILHO; FERRARI, 1998). A espécie Dermatophagoides
pteronyssinus € o principal alérgeno inalavel sensibilizante de criangas atendidas em
diversos servigos brasileiros de alergia, determinado tanto por TCA (RIZZO et al.,
1995) quanto por IgE especifica sérica (NASPITZ et al., 2004). Da mesma maneira,
0s principais alérgenos sensibilizantes na popula¢do do estudo foram os acaros da
poeira. A maioria dos pacientes apresentou positividade as espécies testadas
(Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis) por meio de TCA e
ImmunoCAP®.

Ha pouca informacdo sobre a importancia de anticorpos IgE especificos
contra insetos em pacientes com doencas alérgicas respiratdrias. Embora o papel
dos insetos como alérgenos inalantes, provocando sintomas de asma e rinite seja
discutido ha décadas (PEARLMAN, 1958), apenas uma pesquisa nhacional foi
realizada. Mendes e Lacaz (1965) demonstraram alta taxa de sensibilizacdo a
extratos de insetos em pacientes asmaticos na cidade de Sdo Paulo (n=40), sendo a
mariposa o principal (65,0%), seguido de insetos domésticos (32,5%) e mosquitos
(7,5%).

A mariposa foi o segundo aeroalérgeno em frequéncia de positividade
verificada tanto por meio de TCA quanto por IgE especifica sérica, apds 0s acaros
da poeira, sugerindo que este inseto deve ser considerado agente sensibilizante de
pacientes com asma e rinite alérgica.

Alergia respiratéria & mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mori) foi

inicialmente descrita entre trabalhadores da industria da seda diagnosticados com
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asma (INASAWA; HORIKOSHI; TOMIOKA, 1973; WANG; ZHENG; ZHANG, 1994) e
rinoconjuntivite (KOBAYASHI, 1974) em paises como China e Japdo, onde a
sericicultura é uma atividade econ6mica tradicional.

Os patrticipantes do estudo ndo sdo expostos a mariposas do bicho-da-seda.
Assim como demonstrado por Kino e Oshima (1978), pacientes asmaticos
selecionados aleatoriamente, ou seja, sem exposicdo ocupacional, apresentaram
sensibilidade a mariposa e a borboleta por meio de teste intradérmico e RAST no
soro em mais de um terco dos casos. Os autores concluem que séo insetos
facilmente atraidos pela luz artificial das residéncias e podem provocar
sensibilizacdo e sintomas de alergia respiratéria.

Grupo de asmaticos sem historia de exposicdo ocupacional (n=50)
apresentou frequéncia de positividade ao TCA para Bombyx mori de 68% (KINO;
OSHIMA, 1979), mais elevada que a dos pacientes do presente estudo (52,5%); em
ambos foi utilizado extrato antigénico preparado a partir das asas das mariposas.
Esta diferenca talvez ocorra porque a populacdo estudada no Japdo era menor,
composta por adultos, com diferentes habitos de vida e expostos a clima e ambiente
diversos.

Nesta pesquisa verificou-se que houve relacdo entre a positividade ao TCA
para Bombyx mori e a correspondente IgE especifica sérica por ImmunoCAP®, o
gue demonstra a efetividade do extrato confeccionado para testar sensibilizacdo a
mariposa. Além disso, nos pacientes que apresentaram TCA positivo, 0s niveis de
IgE especifica para Bombyx mori foram mais elevados.

Suzuki et al (1995) demonstraram que a mariposa do bicho-da-seda foi
responsavel pelo terceiro indice de sensibilidade pelo método RAST-CAP em
pacientes com rinite alérgica. As principais foram acaros, seguidos de polens. Na
populacdo do presente estudo foi a segunda taxa em frequéncia de positividade,
apos espécies de acaro da poeira. Essa diferenca possivelmente ocorreu por se
tratarem de populagdes distintas, sujeitas a diferentes intensidades de exposi¢céo a
alérgenos. A maioria dos pacientes do estudo em Curitiba apresentava diagnostico
de asma associada a rinite. Além disso, nestes participantes ndo foram dosadas
IgEs especificas séricas para polens.

Na avaliagdo da frequéncia de positividade a IgE especifica para mariposa
conforme a gravidade da rinite alérgica (n=267), observou-se que pacientes com

doenca mais grave apresentavam mais IgEs especificas séricas positivas para a
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mariposa pelo método RAST (SUZUKI et al., 1995). Diferente do encontrado para a
populacdo do presente estudo, em que houve maior positividade ao TCA para
Bombyx mori em pacientes com rinite, porém nao houve relacdo com a gravidade
dos sintomas. Esta diferenca talvez se explique porque foram utilizados métodos
diferentes de deteccao de IgE especifica e 0 numero de participantes incluidos foi
maior no estudo realizado no Japao.

Embora a populacdo avaliada de pacientes com dermatite atdpica e urticaria
seja pequena, foram diagnosticadas mais doencas alérgicas dermatolégicas nos
reativos a mariposa. Sendo este um aspecto que poderia ser estudado futuramente,
pois ha poucos relatos sobre reacfes alérgicas e irritantes na pele por contato com
mariposas (DINEHART et al., 1985; OOl et al., 1991).

Observou-se que embora haja alta frequéncia de sensibilizacdo a mariposa,
os niveis de IgE especifica para Bombyx mori sdo mais baixos quando comparados
aos dos acaros da poeira e provavelmente ndo contribuem isoladamente para os
altos niveis de IgE total desta populacgéo.

A sensibilizacdo é fundamental para a presenca da doenca atdpica, contudo
os niveis de IgE especifica ndo se relacionam com o desenvolvimento ou gravidade
dos sintomas alérgicos, (SPORIK; PLATTS MILLS; COGSWELL, 1993)
possivelmente por isso os valores de IgE especifica sérica para Bombyx mori ndo
apresentaram boa sensibilidade ou especificidade nos casos de asma e conjuntivite
alérgica nos pacientes avaliados.

A gravidade dos sintomas alérgicos guarda relagdo com 0s niveis e
frequéncia de exposicdo aos alérgenos (SPORIK; PLATTS MILLS; COGSWELL,
1993). No Japao, verificou-se a presenca do alérgeno da mariposa do bicho-da-seda
em suspensdo no ar por imunoensaios a partir de poeira coletada em ambiente
externo e comprovou-se que é um alérgeno sensibilizante de pacientes asmaticos
por meio de TCA e IgE especifica sérica (KINO et al., 1987). No entanto, ndo ha
dados na literatura comparando intensidade de exposi¢cdo a alérgenos da mariposa
com gravidade da doenca alérgica. Este € um aspecto que podera ser explorado
futuramente nos pacientes estudados na cidade de Curitiba.

Observou-se que sao encontradas particulas de insetos, predominantemente
mariposas, na poeira coletada mensalmente no periodo de um ano em duas
localidades distintas. Percebeu-se ainda que ha flutuagdes nas suas concentragfes

durante o ano, sugerindo que possam ter variacdo sazonal (KINO et al.,, 1987,



53

WYNN et al., 1988). Nos participantes do presente estudo, ndo foi relatado padréao
de sazonalidade dos sintomas nasais, pois a maioria tinha diagndéstico de rinite
persistente. Para verificar se em Curitiba ocorrem variacbes na concentracdo de
alérgenos da mariposa durante o ano, sdo necessarios estudos sobre exposicao a
aeroalérgenos, especialmente em pacientes com rinite sazonal.

Sabe-se que ha reatividade cruzada entre alérgenos de insetos (LIERL;
RIORDAN; FISCHER, 1994). Foi demonstrado por ensaio de inibicdo do RAST que
ha reacdo cruzada entre espécies semelhantes como mariposa e borboleta (KINO;
OSHIMA, 1979), mas também entre espécies distintas como mariposa e mosquito
(KOMASE et al., 1997).

Com a introducado da alergia molecular, foi possivel identificar que o alérgeno
principal da Bombyx mori € uma arginina quinase e apresenta reatividade cruzada
com a arginina quinase da barata (LIU et al., 2008). No estudo, observou-se que 0s
pacientes reativos a Bombyx mori por TCA apresentavam mais frequéncia de
positividade e niveis mais altos de IgEs especificas séricas para a espécie de barata
Blattella germanica, o que poderia ser justificado pela reatividade cruzada entre elas.
No entanto, 0 mesmo nao ocorreu quando se comparou apenas a positividade aos
testes cutaneos entre mariposa e barata. Portanto, para se diferenciar entre
multiplas sensibilizacdes alérgicas e reatividades cruzadas, em pesquisas futuras
poderemos utilizar tecnologias mais modernas de diagndstico baseado na alergia
molecular, capazes de identificar os verdadeiros componentes alergénicos
envolvidos nas doencas alérgicas (MARI, 2008; MELIOLI et al., 2012).

Determinados componentes alergénicos dos insetos s&o considerados
panalérgenos (quando h& ampla reatividade cruzada entre espécies de insetos
taxonomicamente relacionadas ou ndo) (KOMASE et al., 1997), talvez esse possa
ser o motivo de os pacientes avaliados terem sensibilizacdo a mariposa do bicho-da-
seda sem apresentarem exposicdo a mesma. Pois sdo descritos sintomas
relacionados a alergia respiratéria provocados pelas mais diversas espécies de
insetos presentes nos mais variados ambientes (FEINBERG; FEINBERG; BENAIM-
PINTO, 1956).

Por outro lado, testes de inibicdo com extratos de mariposa e acaro revelaram
diferencas entre os seus anticorpos, provando ndo existir reatividade cruzada entre
0os mesmos (KINO; OSHIMA, 1979). Na populacao do estudo, ndo houve associa¢ao

entre reatividade cutanea pelo TCA aos antigenos de mariposa e acaros
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(Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis). Da mesma forma ndo houve
associacdo entre positividade ao TCA para Bombyx mori e a presenca de IgE
especifica sérica para acaros (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae e Blomia tropicalis). Adicionalmente, estas mesmas IgEs especificas
apresentaram baixa sensibilidade e especificidade para a presenca de TCA positivo
para Bombyx mori, mostrando que provavelmente ndo ha reatividade cruzada entre
eles.

Suzuki et al (1995) corroboram com estes achados ao demonstrar que nao
houve interrelacdo entre as taxas de positividade de IgE contra acaros e alérgenos
de insetos, inclusive a mariposa. Concluiu-se que alergias a insetos sé&o
independentes das de acaros.

Este estudo foi o primeiro sobre sensibilizacdo a mariposa do bicho-da-seda
realizado no Brasil. Destacou-se a importancia da Bombyx mori como alérgeno
sensibilizante de escolares e adolescentes com diagnostico de doencas alérgicas
respiratorias (asma e/ou rinite) na cidade de Curitiba e regido metropolitana.
Dificuldades técnicas e financeiras nos distanciaram do objetivo inicial desta
pesquisa, que era identificar os componentes alergénicos desta espécie de mariposa
a partir de diagnéstico baseado em alergia molecular.

No entanto, foi possivel demonstrar alta frequéncia de sensibilizacdo a
Bombyx mori nos pacientes avaliados, inicialmente por meio de TCA com extrato
preparado a partir das asas das mariposas e posteriormente, estes resultados foram
confirmados por meio do ImmunoCAP®, método consagrado de deteccdo de IgE
especifica sérica.

Mesmo com algumas limitacbes (nUmero pequeno de pacientes e auséncia
de grupo controle), este estudo chamou atencdo para o alérgeno da mariposa
(Bombyx mori) como agente sensibilizante nas doencas alérgicas respiratorias.
Apresentando-se como o segundo em frequéncia, apos 0s acaros da poeira.

O reconhecimento deste aeroalérgeno (mariposa) junto aos demais grupos
que compdem o perfil de sensibilizacdo alérgica nesta populacdo devera tornar o
tratamento destes pacientes mais eficiente, na medida em que permitira ajustes nas
orientacdes sobre controle ambiental e futuramente proporcionara novas opc¢des de

imunoterapia especifica contra este inseto.
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6 CONCLUSAO

Verificou-se que cerca de metade dos pacientes com diagnostico de asma
e/ou rinite alérgica testados apresentaram reatividade cutdnea ao extrato
confeccionado a partir das asas da espécie de mariposa do bicho-da-seda Bombyx
mori.

Obteve-se da mesma maneira alto indice de positividade & Bombyx mori por
meio do ImmunoCAP, sendo o segundo em frequéncia, ap0s o grupo de acaros da
poeira. A mediana dos niveis de IgE especifica sérica para Bombyx mori foi mais
baixa que a das trés espécies de &caros da poeira (Blomia tropicalis,
Dermatophagoides pteronyssinus e Dermatophagoides farinae), porém mais alta que
a dos outros alérgenos testados (barata e epitélios de céo e gato).

Os valores de IgE especifica sérica a Bombyx mori foram sensiveis e
especificos para a ocorréncia de TCA positivo a Bombyx mori. Além disso, os
pacientes reativos a mariposa pelo TCA apresentaram maior frequéncia de
positividade e maiores niveis de IgE especifica sérica para mariposa, confirmando
que extrato preparado é eficiente para testar sensibilizagdo a esta espécie de
mariposa do bicho-da-seda. Nos pacientes com rinite alérgica, urticaria e dermatite
atopica houve mais reatividade cutadnea a mariposa, porém 0 mesmo hao ocorreu
para asma e também ndo houve associagao entre positividade ao TCA para Bombyx

mori e a gravidade das doencas alérgicas respiratorias (asma e rinite).
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APENDICES

APENDICE 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Versado 1 - 15 de Marcgo de 2010

Titulo do Estudo: Avaliagcdo da prevaléncia de reatividade cutdnea ao extrato
alergénico de mariposa e presenca de IgE especifica através do método ISAC em
criancas com alergia respiratéria.

Pesquisador: Dra. Laura Maria Lacerda Araujo

Responsavel: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Rua Padre Camargo, n° 530

Sala 103 — 1° Andar

Curitiba — PR

CEP 80060-240

Tel.: (41) 3360-7938

Orientador: Dr. Nelson Augusto Rosério Filho

Pode ser que este documento denominado termo de consentimento livre e
esclarecido contenha palavras que vocé nao entenda. Por favor, peca ao médico ou
a equipe do estudo para lhe explicar qualquer palavra ou informag¢do que vocé nao

entenda claramente.

INTRODUCAOQO

O(A) seu filho(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa médica que
prevé inclusdo de 100 criancas. Antes de consentir a participacdo de seu(sua)
filho(a), solicitamos que vocé leia ou peca a alguém que leia para vocé as

informagdes contidas neste termo de consentimento.
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Esta pesquisa visa avaliar o desenvolvimento de alergia a mariposa em criancas
com diagnéstico de doencgas respiratérias alérgicas.

O aparecimento de doencas alérgicas € resultado de uma complexa interacdo entre
a hereditariedade do individuo e as condicbes ambientais, que podem determinar
sensibilizacao.

A denominagdo atopia ou alergia refere-se a uma tendéncia pessoal e familiar de
produzir anticorpos em resposta a estimulos como poeira, mofo, leite de vaca, pélos
de animais e outros. Os alérgicos tem sintomas de bronquite (chiado no peito e
tosse), rinite (nariz trancado, espirros e coceira no nariz) ou conjuntivite (olhos
vermelhos e coceira nos olhos). O conhecimento sobre os fatores desencadeantes
dessas doencas é importante para a implementacdo de controle ambiental ao
tratamento ja utilizado, melhorando a qualidade de vida dos pacientes.

A mariposa é um inseto muito comum em nosso meio e a investigacdo sobre sua
relevancia clinica como causadora das doencas acima citadas € interessante para
instituir medidas de controle, que auxiliam no tratamento e nas consequéncias das
doencas respiratérias alérgicas.

Se apods a leitura deste termo, vocé decidir que concorda com a participacdo do(a)
seu(sua) filho(a) neste estudo, serd pedido que vocé assine e date este documento
para confirmar que vocé recebeu todas as informacdes necessarias e pertinentes
sobre o estudo e permitiu voluntariamente a participagdo do(a) seu(sua) filho(a).
Vocé receberd uma via assinada e datada pela pessoa que lhe explicou este

documento.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo é determinar a prevaléncia de alergia a mariposa em
criancas com diagnostico de doencas respiratorias alérgicas. Serao realizados testes

cutaneos alérgicos e coleta de sangue por pungao venosa nestes pacientes.

INFORMACOES GERAIS

As criangas selecionadas para a inclusao neste estudo serdo aquelas que ja estéo

fazendo seguimento com a equipe responsavel pelas doengas alérgicas.
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Vocé esta sendo convidado a consentir a participacdo de seu(sua) filho(a) no estudo

porque o seu(sua) filho(a) se enquadra nas seguintes condic¢oes:

e Tem diagndéstico de asma, rinite e/ou conjuntivite alérgicas;
e Esta sendo acompanhado pelo ambulatério de Alergia do Hospital de

Clinicas da Universidade Federal do Parana.

Este estudo contara com a participacado de 100 criancas e sera realizado no Servico
de Alergia, Imunologia e Pneumologia Pediatrica da Universidade Federal do
Parana, com o intuito de fornecer dados para a tese de mestrado da pesquisadora

responsavel pelo estudo.

PROCEDIMENTOS A SEREM SEGUIDOS DURANTE O ESTUDO

Se vocé concordar com a participacdo do(a) seu(sua) filho(a) na pesquisa,
assinando este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, a médica que j& esta
fazendo o seguimento de seu(sua) filho(a) podera utilizar-se dos dados coletados.
Na consulta seréo verificados dados da historia clinica e social pré e pés natal, como
data de nascimento, género, idade gestacional, dieta alimentar, moradia, creche,
animais de estimacdo, tabagismo/alcool/drogas de abuso, quarto da crianca,
doencas familiares como asma/bronquite, rinite alérgica ou imunodeficiéncia, historia
médica da mae na gravidez. No exame da crianca iremos avaliar peso, estatura,
freqUéncia respiratéria, frequéncia cardiaca, pele, aparelho circulatério e cardiaco,
etc.

Seré feito teste cutaneo alérgico, denominado de prick test, que consiste no contato
de uma gota de alérgenos de mariposa sobre a pele da crianga, realizando em
seguida uma discreta escarificacdo na pele e aguardando-se 15 minutos para leitura
da reacéo. E posteriormente coleta de 5mL de sangue para avaliacdo laboratorial de

alergia a mariposa.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS
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Os riscos associados a pesquisa se restringem aos procedimentos a serem
realizados no estudo, como a coleta de sangue, podendo haver mancha roxa,
inchaco ou dor no local da retirada de sangue. O teste na pele causa pequeno
desconforto pela puntura na pele e no caso de haver reacédo, coceira no local que
desaparece em poucos minutos.

Vocé sera informado caso algum novo risco ou desconforto seja identificado durante

o estudo.

POSSIVEIS BENEFICIOS

N&o ha garantias de beneficios possiveis devido a participacdo do(a) seu(sua)
filho(a) neste estudo. Entretanto, € garantido que seu(sua) filho(a) continue a
receber acompanhamento meédico periédico na ambulatério de Alergia do Hospital
de Clinicas. E a participacdo de seu(sua) filho(a) juntamente com outras criancas
contribuird para reconhecer a presenca e importancia da sensibilizacdo a mariposa
nos pacientes com doencas alérgicas. Melhorando a forma de tratamento desses

pacientes.

COMPENSACAO POR PARTICIPACAO E RESSARCIAMENTO DE DESPESAS

Vocé ndo receberd pagamento pela participacdo do(a) seu(sua) filho(a) neste
estudo.
A consulta, os procedimentos e exames laboratoriais programados para o estudo

serdo realizados sem nenhum custo para vocé.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA E DESISTENCIA DO ESTUDO

A participacdo neste estudo é voluntaria. Vocé pode desistir da participagdo do(a)
seu(sua) filho(a) no estudo a qualquer momento sem sofrer conseqiéncias ruins, ou
perda de seus direitos. Se ocorrer a desisténcia da participacdo do(a) seu(sua)
filho(a) no estudo, os dados de pesquisa obtidos antes da decisdo ainda poderao ser

utilizados dentro dos limites permitidos, mas nenhum dado novo sera coletado
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posteriormente.

O seu médico da pesquisa ou o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) podem
determinar o término ou a interrupcao da pesquisa a qualquer momento com ou sem
seu consentimento. Neste caso, isto ocorrerd somente apds aprovacdo do Comité
de Etica em Pesquisa (CEP).

Para perguntas relacionadas a esta pesquisa ou para relatar um problema de saude

relativo a pesquisa, vocé deve procurar:

Dr2 Laura Maria Lacerda Araujo

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Paran&
Rua Padre Camargo, n° 530 Sala 103 - 1° Andar
Curitiba-PR

CEP 80060-240

Tel.: (41) 3360-7938

Se vocé tiver duvidas sobre os seus direitos e os direitos de seu(sua) filho(a) como

sujeito da pesquisa, vocé podera procurar:

Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Tel.: (41) 3360-1896

ACESSO E USO DOS DADOS OBTIDOS DA PESQUISA E
CONFIDENCIALIDADE

Uma lista contendo as informac¢des de contato do(a) seu(sua) filho(a) incluindo o
nome completo, endereco e numero de telefone sera mantida pelo médico do estudo
separadamente dos demais dados do estudo. Os dados do estudo seréo registrados
em uma Ficha Clinica, ou seja, um documento confeccionado exclusivamente para
coleta dos dados obtidos pela sua participagao no estudo.

Todas as informacdes que forem coletadas e os registros da participacdo do(a)
seu(sua) filho(a) neste estudo serdo mantidos sob sigilo e confidencialidade. Todas

as legislacdes, resolucdes e codigos de ética brasileiros serdo cumpridos no
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decorrer deste estudo.

Seu médico do estudo solicita 0 seu consentimento, através deste documento, para
que o0s seus registros médicos do(a) seu(sua) filho(a) relacionados ao estudo
possam ser revisados pela equipe de seu medico do estudo, bem como por
membros das autoridades regulatérias do Brasil, pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (caso seja necessario) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
responsavel. O objetivo € assegurar que o estudo esteja sendo conduzido
corretamente.

As informac0fes obtidas do(a) seu(sua) filho(a) serdo combinadas com os resultados
de outras criancas que também participam do estudo. Estas informages serédo
utilizadas de maneira que ndo seja possivel identificar o(a) seu(sua) filho(a). Os
registros capazes de identifica-los serdo mantidos de maneira confidencial por seu
meédico conforme determinado por nossas leis e ndo serdo colocados a disposicao
publica.

Os resultados do estudo poderédo ser publicados ou utilizados também nos relatérios
do estudo e apresentacdes cientificas; entretanto a identidade do(a) seu(sua) filho(a)
nao sera revelada em nenhum momento.

Vocé tem o direito de verificar e fazer uma coépia do registro do(a) seu(sua) filho(a)
relacionado a pesquisa apés a finalizacdo da mesma. Vocé pode solicitar esses

registros ao seu médico da pesquisa.

USOS POTENCIAIS DOS DADOS DO ESTUDO

Neste estudo, informacfes sobre a salude pessoal do(a) seu(sua) filho(a) serdo
coletadas a partir dos registros médicos e/ou relatorios de pesquisa. Serado utilizadas
nos relatérios do estudo para tese de mestrado da pesquisadora responsavel ou
para apresentacdes e publicacbes cientificas; tais relatorios e publicacbes nunca

identificardo o(a) seu(sua) filho(a) pelo nome.

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO

Eu li e entendi o conteudo deste documento. Tive oportunidade de discutir o estudo

com meu médico (ou alguém de sua equipe designado para este fim) e me sinto
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suficientemente familiarizado com o estudo para dar o consentimento voluntario para
a participacdo do(a) meu(minha) filho(a) neste estudo. Eu recebi uma copia deste
consentimento e minhas duvidas foram esclarecidas de maneira satisfatoria e em
linguagem que posso facilmente entender.

Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os exames realizados e
possiveis desconfortos, assim também como as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a participacdo do(a)
meu(minha) filho(a) é isenta de despesas e que a qualquer momento eu pPoSsoO
retirar o consentimento da participacdo do(a) meu(minha) filho(a) no estudo sem
prejuizos com relagdo ao acompanhamento médico a que ele(a) tem direito.
Concordo voluntariamente na participacdo do(a) meu(minha) filho(a) no Projeto de
Pesquisa: “Avaliagao da prevaléncia de reatividade cutadnea ao extrato alergénico de
mariposa e presenca de IgE especifica através do método ISAC em criancas com

alergia respiratoria.”

Nome do sujeito de pesquisa

Assinatura do sujeito de pesquisa

Data

Nome da Pessoa Responsavel pela explicacdo do documento

Assinatura da Pessoa Responsavel pela explicagdo do documento

Data
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APENDICE 2 — TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Estudo: Avaliacdo da prevaléncia de reatividade cutdnea ao extrato
alergénico de mariposa e presenca de IgE especifica através do método ISAC em
criancas com alergia respiratoria.

Pesquisador: Dra. Laura Maria Lacerda Araujo

Responsavel: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Rua Padre Camargo, n° 530

Sala 103 — 1° Andar

Curitiba — PR

CEP 80060-240

Tel.: (41) 3360-7938

Orientador: Dr. Nelson Augusto Rosario Filho

Pode ser que este documento chamado termo de assentimento livre e esclarecido
contenha palavras que vocé nado entenda. Por favor, peca ao médico ou a equipe do
estudo para Ihe explicar qualquer palavra ou informagdo que vocé nao entenda

claramente.

O que é a pesquisa?
Vocé esta sendo convidado a fazer parte de uma pesquisa, juntamente com outras
100 criancas, que ira estudar a alergia a mariposa em pacientes que tem doencas

alérgicas.

O que é alergia?

Alergia é uma tendéncia pessoal e familiar de produzir anticorpos (defesa) em
resposta a estimulos como poeira, mofo, leite de vaca, pélos de animais e outros. Os
alérgicos tém sintomas de bronquite (chiado no peito e tosse), rinite (nariz trancado,

espirros e coceira no nariz) ou conjuntivite (olhos vermelhos e coceira nos olhos).
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Por que a mariposa?
A mariposa é um inseto muito comum em nosso meio e pode ser causadora das

doencas acima citadas, portanto € interessante estudar a sua importancia.

Quais os procedimentos a que vocé se submetera?

Se 0s seus pais ou responsaveis aceitarem e vocé entender e concordar com este
termo (documento), iremos realizar dois tipos de procedimento.

Primeiro, sera feito um teste alérgico na pele do seu braco da seguinte forma: sdo
colocadas algumas gotas de um liquido, em seguida usa-se um objeto parecido com
uma agulha para raspar a pele e absorver o liquido. Poder&o ocorrer coceira e
vermelhiddo no local do teste, que irdo desaparecer apds alguns minutos.

Depois, sera coletado sangue de uma veia do seu braco. Podera ocorrer: mancha
roxa, inchaco ou dor no local da retirada de sangue.

Os resultados destes testes serdo usados em um trabalho de mestrado e ficardo a
sua disposicao.

Se apos a leitura deste termo, vocé decidir que concorda com a sua participacao
neste estudo, sera pedido que vocé assine e date este documento para confirmar
que vocé recebeu todas as informagBes necessérias sobre o estudo e permitiu
voluntariamente a sua participacao. Vocé recebera uma via assinada e datada pela
pessoa que lhe explicou este documento.

Eu li e entendi este termo. Eu recebi uma coépia deste documento e minhas duvidas

foram tiradas pelo médico responsavel.

Concordo com a minha participacdo no Projeto de Pesquisa: “Avaliacdo da
prevaléncia de reatividade cutdnea ao extrato alergénico de mariposa e presenca de

IgE especifica através do método ISAC em criangas com alergia respiratéria.”

Nome do sujeito de pesquisa

Assinatura do sujeito de pesquisa



Data

Nome da Pessoa Responsavel pela explicagdo do documento

Assinatura da Pessoa Responséavel pela explicacdo do documento

Data
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APENDICE 3 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA DP DE
ACORDO COM OS NIVEIS SERICOS DE IGE ESPECIFICA PARA
DP
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APENDICE 3 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA DP
DE ACORDO COM OS NIVEIS SERICOS DE IGE
ESPECIFICA PARA DP
NOTA: Regressao logistica univariada: p < 0,001
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 4 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA BT DE
ACORDO COM OS NIVEIS SERICOS DE IGE ESPECIFICA PARA
BT
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APENDICE 4 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA BT
DE ACORDO COM OS NIVEIS SERICOS DE IGE
ESPECIFICA PARA BT
NOTA: Regressao logistica univariada: p = 0,04
FONTE: O autor (2013)



APENDICE 5 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA BG DE

ACORDO COM OS NIVEIS SERICOS DE IGE ESPECIFICA PARA
BG
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APENDICE 5 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA BG
DE ACORDO COM OS NIVEIS SERICOS DE IGE
ESPECIFICA PARA BG
NOTA: Regressao logistica univariada: p = 0,01
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 6 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA EPITELIO DE
CAO DE ACORDO COM OS NIVEIS SERICOS DE IGE
ESPECIFICA PARA EPITELIO DE CAO
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APENDICE 6 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA
EPITELIO DE CAO DE ACORDO COM OS NIVEIS
SERICOS DE IGE SPECIFICA PARA EPITELIO DE
CAO

NOTA: Regressao logistica univariada: p = 0,02

FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 7 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA EPITELIO DE
GATO DE ACORDO COM OS NIVEIS SERICOS DE IGE
ESPECIFICA PARA EPITELIO DE GATO
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APENDICE 7 — PROBABILIDADE DE POSITIVIDADE AO TCA PARA
EPITELIO DE GATO E NIVEIS SERICOS DE IGE
ESPECIFICA PARA EPITELIO DE GATO
NOTA: Regressao logistica univariada: p = 0,03
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 8 — CURVA ROC - IGE ESPECIFICA PARA BOMBYX MORI E ASMA
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APENDICE 8 — CURVA ROC - IGE ESPECIFICA PARA BOMBYX MORI E
ASMA
NOTA: AUC = 0,50 (ponto de corte = 0,3 KUA/L)
FONTE: O autor (2013)



APENDICE 9 — CURVA ROC - IGE ESPECIFICA PARA BOMBYX MORI E
SINTOMAS OCULARES
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APENDICE 9 — CURVA ROC - IGE ESPECIFICA PARA BOMBYX MORI E
SINTOMAS OCULARES

NOTA: AUC = 0,47 (ponto de corte = 28,9 KUA/L)

FONTE: O autor (2013)



APENDICE 10 — CURVA ROC - IGE TOTAL E TCA PARA BOMBYX MORI
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APENDICE 10 — CURVA ROC — IGE TOTAL E TCA PARA BOMBYX MORI
NOTA: AUC = 0,58 (ponto de corte = 2017,0 KUA/L)
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 11 — CURVA ROC - DP E TCA PARA BOMBYX MORI
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APENDICE 11 — CURVA ROC — DP E TCA PARA BOMBYX MORI
NOTA: AUC = 0,51 (ponto de corte = 62,6 KUA/L)
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 12 — CURVA ROC - DF E TCA PARA BOMBYX MORI
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APENDICE 12 — CURVA ROC — DF E TCA PARA BOMBYX MORI
NOTA: AUC = 0,51 (ponto de corte = 30,9 KUA/L)

FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 13 — CURVA ROC - BT E TCA PARA BOMBYX MORI
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APENDICE 13 — CURVA ROC — BT E TCA PARA BOMBYX MORI
NOTA: AUC = 0,60 (ponto de corte = 33,7 KUA/L)
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 14 — CURVA ROC - BG E TCA PARA BOMBYX MORI

BG (KUAIL)
100
80 /
60
40 f_// o :
O P P A M
0 20 40 60 80 100

100-especificidade

APENDICE 14 — CURVA ROC — BG E TCA PARA BOMBYX MORI
NOTA: AUC = 0,67 (ponto de corte = 0,8 KUA/L)
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 15 — CURVA ROC - EPITELIO DE CAO E TCA PARA BOMBYX MORI
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APENDICE 15 — CURVA ROC - EPITELIO DE CAO E TCA PARA
BOMBYX MORI
NOTA: AUC = 0,58 (ponto de corte = 0,5 KUA/L)
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 16 — CURVA ROC - EPITELIO DE GATO E TCA PARA BOMBYX MORI
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APENDICE 16 — CURVA ROC - EPITELIO DE GATO E TCA PARA
BOMBYX MORI
NOTA: AUC = 0,58 (ponto de corte = 0,0 KUA/L)
FONTE: O autor (2013)



APENDICE 17 — CURVA ROC - IGE ESPECIFICA PARA BOMBYX MORI E TCA
PARA BOMBYX MORI
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APENDICE 17 — CURVA ROC - IGE ESPECIFICA PARA BOMBYX MORI E
TCA PARA BOMBYX MORI

NOTA: AUC = 0,74 (ponto de corte = 1,7 KUA/L)

FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 18 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA PARA DP

Coeficiente de correlacéo: 0,49

6000

5000 o o © o

4000

3000

IgE total(kU/L)

2000

1000

f .-
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
APENDICE 18 — CORRELAC}AO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA
PARA DP

NOTA: Correlagéo de Pearson: r = 0,49
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 19 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA PARA DF

Coeficiente de correlagdo: 0,50
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APENDICE 19 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E ESPECIFICA
PARA DF

NOTA: Correlagéo de Pearson: r = 0,50
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 20— CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA PARA BT

Coeficiente de correlagéo: 0,59
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APENDICE 20 — CORRELAQAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA
PARA BT

NOTA: Correlagéo de Pearson: r = 0,59
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 21 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA PARA BG
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APENDICE 21 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA

PARA BG

NOTA: Correlagéo de Pearson: r = 0,25
FONTE: O autor (2013)



APENDICE 22 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA PARA

EPITELIO DE CAO

Coeficiente de correlagédo: 0,35
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APENDICE 22 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA

PARA EPITELIO DE CAO

NOTA: Correlagéo de Pearson: r = 0,35
FONTE: O autor (2013)
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APENDICE 23 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA PARA

EPITELIO DE GATO

Coeficiente de correlagdo: 0,08
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APENDICE 23 — CORRELACAO ENTRE IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA

PARA EPITELIO DE GATO

NOTA: Correlagéo de Pearson: r = 0,08
FONTE: O autor (2013)
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ANEXOS

ANEXO 1 — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS - HC-UFPR

@& HOSPITAL DE CLINICAS
By 6% UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA PR

Curitiba, 19 de abril de 2010

limo (a) Sr. (a)
Laura Maria Lacerda Araujo
Neste

Prezada Pesquisadora

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “AVALIAC AO DA PREVALENCIA
DE REATIVIDADE CUTANEA AO EXTRATO ALERGENICO DE MARIPOSA E PRESENCA DE IgE
ESPECIFICA ATRAVES DO METIDO ISAC EM CRIANCAS COM ALERGIA RESPIRATORIA™, foi
analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reuniao
realizada no dia 30 de margo de 2010. O referido projeto atende aos aspectos das
Resolucdes CNS 196/96. e demais, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Ministéno da Saude

CAAE: 0060.0.208.000-10
Registro CEP: 2155.050/2010-03

Conforme a Resolugao 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatorios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagoes relativas as
modificages do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos conhecimentos
obtidos.

Data para entrega do primeiro relatorio: 19 de outubro de 2010.

Atenciosamente.

(\/"- LY
Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/lUFPR
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ANEXO 2 — CORRESPONDENCIA ENTRE DR. NELSON ROSARIO E DR. KINO
SOBRE A HIPOTESE DE SENSIBILIZACAO A MARIPOSA DO
BICHO-DA-SEDA NA POPULACAO DE CURITIBA (1979)

CHEST DISEASE RESEARCH INSTITUTE,

KYOTO UNIVERSITY,

Sakyvo-Ku (808} HRyoto. Japan

December 17, 1979

Dr. Nelson A. Rosario Filho
Rua Ttupava, 509 Apt. 25
80.000 Curutiba - Parana, BRASIL

Dear Dr. Filho:

I am glad to have heard from you that my papers have met your eyes
and you have payed attention to the emanations of moths and butterflies
in your country.

Since it is very difficult to get sufficient amounts of each species
of moths and butterflies for the allergen extraction, I am recently
using the extract of silkworm moth wings, the theoretical basis of
which was described in my paper(J. Allergy and Clinical Immunology,
64, 131, 1979).

I would like to send you the extract of silkworm wing (1.9 ml x 2 vials,
1:1,000(w/v)), which has already been sterilized.

I recommend you to dilute it to 1:104 with sterile phisiologic saline
with 0.4% phenol and to inject 0.02 ml intracutaneously as you have
already known.

Unfortunately, so far as I know, there seems not to be any company or
laboratory which is making extracts of moth and butterfly. If anybody
else besides me reports that inhalant insect allergy is more common
than ever considered, it will promote some company to make the extract
continuously.

I am looking forward hearing from you your results. If you send me
patients’' sera, I will be able to perform RAST for you.

Sincerely yours,

% Sﬁ*yﬂ %M

Toshiya Kino, M.D.

Chest Disease Research Institute,
Kyoto University,

Sakyo-ku, Kyoto, JAPAN




