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RESUMO

Introdução: a mariposa do bicho-da-seda é uma fonte significativa de aeroalérgenos. 
Foi demonstrada alta prevalência de sensibilização a extrato de Bombyx mori em 
grupo de indivíduos com doenças alérgicas respiratórias, sendo o segundo em 
frequência de positividade após os ácaros da poeira. Seus alérgenos inalantes podem 
desencadear sintomas de asma e rinite alérgica em sujeitos predispostos, após 
exposição domiciliar ou ocupacional. Não há estudos sobre alérgenos desta espécie 
de mariposa envolvidos em reações alérgicas respiratórias. O objetivo deste estudo 
foi determinar as principais proteínas alergênicas das asas da mariposa Bombyx mori 
responsáveis pela sensibilização alérgica de indivíduos diagnosticados com rinite 
alérgica e/ou asma. Método: foi realizado um estudo experimental em que foram 
incluídos 36 participantes, submetidos a teste cutâneo alérgico com extrato preparado 
a partir das asas da mariposa Bombyx mori e seis outros aeroalérgenos padronizados, 
além de coleta de sangue venoso. Divididos em três grupos: o grupo 1 formado por 
indivíduos cujo teste cutâneo alérgico foi positivo para extrato de mariposa (n=21), 
grupo 2 consistiu de sujeitos cujo teste alérgico foi positivo para ácaro da poeira (n=8) 
e grupo 3 composto por não alérgicos e cujo teste cutâneo foi negativo para todos os 
alérgenos testados, como controles negativos (n=7). A partir dos respectivos soros, 
foi feito Western blot com extrato de asas de mariposa utilizando anticorpos anti-IgE. 
Foi desenvolvida técnica de cromatografia por imunoafinidade para purificar as 
proteínas a partir do extrato bruto de Bombyx mori, que também foi analisado por 
Immunoblot, usando pool de soros dos participantes dos grupos 1 e 3. Resultados: 
entre os 21 participantes do grupo 1, dezenove reagiram ao extrato de Bombyx mori 
por Western blot. Todos reagiram à banda de 80 kDa, cinco outras bandas (66, 50, 
45, 37 e 30 kDa) foram identificadas em mais de 50% dos indivíduos testados, 
consideradas proteínas major. Dos 8 participantes do grupo 2, sete mostraram 
reatividade ao extrato de mariposa por Western blot. Estes mesmos reagiram à banda 
de 66 kDa e duas outras (50 e 40 kDa) foram identificadas em mais de 50% dos 
sujeitos testados. Amostras de soro dos indivíduos saudáveis não reagiram ao extrato 
de Bombyx mori. SDS-PAGE a partir de cromatografia por imunoafinidade identificou 
as bandas 150, 120, 100, 80, 66, 50, 45, 37, 30, 25, 17 kDa. Todas presentes no 
extrato bruto dos indivíduos positivos para mariposa por immunoblot. Baseado em 
bancos de dados de pesquisa sobre as massas moleculares já descritas para Bombyx 
mori, foi possível identificar 5 das 6 proteínas principais reagentes nos imunoensaios. 
A proteína de 80 kDa foi visualizada em todos os participantes reagentes do grupo 1 
e em nenhum dos pacientes do grupo 2, sendo um potencial alérgeno específico da 
asa da mariposa. Conclusão: este foi o primeiro estudo a destacar as principais 
proteínas alergênicas da mariposa Bombyx mori em indivíduos diagnosticados com 
doenças alérgicas respiratórias a partir de extrato preparado com as asas desta 
espécie de inseto.

Palavras-chave: Bombyx, alérgenos, asma, rinite alérgica



ABSTRACT

Background: silkworm moth is a significant source of aeroallergens. High prevalence 
of sensitization to Bombyx mori extract was demonstrated in a group of individuals with 
allergic respiratory diseases, being the second in frequency of positivity, after house 
dust mites. Its inhalant allergens might trigger symptoms of asthma and allergic rhinitis 
in predisposed subjects, after home or occupational exposure. There are no studies 
on these moth species allergens involved in allergic respiratory reactions. The aim of 
this study was to determine the major allergenic proteins of Bombyx mori moth’s wings 
responsible for allergic sensitization of individuals diagnosed with allergic rhinitis 
and/or asthma. Method: an experimental study was performed in which 36 participants 
were included, all submitted to skin prick test with Bombyx mori’s wings and other six 
aeroallergens standardized extracts, as well as blood samples collection. They were 
divided into three groups: group 1 consisted of 21 blood samples collection from skin 
prick test positive to Bombyx mori extract allergic participants (group 1), eight samples 
from mite skin prick test positive extract allergic subjects (group 2) and 7 samples from 
negative non allergic controls (group 3). From respective sera, Western blot was 
performed with moth’s wings extract using anti-IgE antibodies. Immunoaffinity 
chromatography was developed in order to purify the proteins from Bombyx mori crude 
extract, which were also analysed by Immunoblot, using groups 1 and 3 participants 
pooled sera. Results: among the 21 participants from group 1, nineteen reacted to 
moth extract by Western blot. All reacted to a protein at 80 kDa, five other bands (66, 
50, 45, 37 e 30 kDa) were identified in more than 50% of individuals tested, considered 
major proteins. From 8 participants of group 2, seven showed reactivity to moth extract 
by Western blot. Those same reacted to a protein at 66 kDa and other two (50 e 40 
kDa) were identified in more than 50% of the subjects tested. Sera samples from 
healthy individuals did not react to Bombyx mori extract. SDS-PAGE from 
immunoaffinity chromatography identified bands at 150, 120, 100, 80, 66, 50, 45, 37, 
30, 25, 17 kDa. All present in Immunoblot from moth extract positive individuals. 
Based on research databank on molecular mass already described to Bombyx mori, it 
was possible to identify 5 from 6 major proteins reactive on immunoassays. The 80 
kDa protein was seen in all reactive participants from group 1 and in none of the 
patients from group 2, being a potential specific allergen from moth’s wings. 
Conclusion: this was the first study to highlight the major allergenic proteins of Bombyx 
mori moth in individuals diagnosed with allergic respiratory diseases from extract 
prepared from this insect species wings.

Key words: Bombyx, allergens, asthma, rhinitis, allergic
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1 INTRODUÇÃO

As doenças alérgicas respiratórias, que incluem rinite e asma, vem 

apresentando aumento expressivo na incidência ao longo das últimas décadas. O 

impacto clínico em termos de saúde pública é considerável e demanda o 

desenvolvimento de planos de ação e políticas públicas para o seu controle 

(HOFFMAN et al., 2017).

São doenças inflamatórias da mucosa respiratória, cujos sintomas são 

desencadeados, entre outros fatores, por exposição a aeroalérgenos. Os principais 

descritos são os ácaros da poeira doméstica, polens, epitélios animais, mofos e 

baratas (SAKANO et al., 2017).

Há anos tem-se estudado o envolvimento de alérgenos de insetos como 

desencadeantes de sintomas alérgicos respiratórios (OKUDA et al., 2002). 

Demonstrou-se a importância da mariposa como o segundo aeroalérgeno em 

frequência de positividade verificada por meio de testes cutâneos alérgicos (TCA) e 

Imunoglobulina E (IgE) específica sérica em grupo de pacientes com asma e rinite 

alérgica, após os ácaros da poeira. Neste estudo realizado na cidade de Curitiba, 

testes cutâneos com extrato confeccionado a partir das asas da mariposa do bicho- 

da-seda espécie Bombyx mori (Bm) realizados em 99 participantes mostraram 52,5% 

de reatividade e IgE específica sérica pelo método ImmunoCAP de 60% (ARAUJO; 

ROSÁRIO; RIEDI, 2014).

As mariposas têm sido crescentemente apontadas como fontes significativas 

de alérgenos inalantes, tanto em ambientes externos quanto intradomiciliares. Suas 

asas são cobertas de escamas, as quais se desprendem, permanecendo em 

suspensão no ar e podem desta forma sensibilizar e posteriormente provocar 

sintomas de alergia respiratória em indivíduos predispostos (LIERL, 1994).

A mariposa do bicho-da-seda é usada como modelo para estudos pelo fato 

de ser domesticada e facilmente criada em ambiente laboratorial controlado, além de 

já ter seu genoma sequenciado (MITA., et al, 2004).Tem reatividade cruzada com 

outras espécies de mariposas e borboletas e foi comprovado que pacientes com 

doenças alérgicas respiratórias podem desenvolver sintomas a partir da exposição 

ambiental aos seus alérgenos, encontrados principalmente nas suas asas (KINO; 

OSHIMA, 1978; KINO; OSHIMA, 1979). Concentrações de antígenos de mariposa 

verificadas por radioimunoensaio em amostras de poeira em ambiente externo (não
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domiciliar) durante um período de 3 anos foram elevadas e em níveis comparáveis 

aos de polens (WYNN et al., 1988).

Até o momento, poucos alérgenos relacionados à alergia respiratória por Bm 

foram identificados, nenhum deles a partir da sua forma adulta, a mariposa. A maioria 

dos alérgenos descritos foi relacionada à alergia alimentar por meio da ingestão da 

pupa de Bm, principalmente em países asiáticos, onde é um alimento tradicional 

(ZHAO et al., 2015; JEONG et al., 2016) ou após contato na pele e/ou mucosa 

respiratória em trabalhadores da indústria da seda (ZUO et al., 2015).

Para melhor compreensão das doenças alérgicas respiratórias relacionadas à 

sensibilização pela mariposa Bm, são necessários estudos que incluam a 

caracterização e identificação de novos alérgenos envolvidos neste processo.

1.1 OBJETIVO GERAL

Identificar potenciais proteínas alergênicas presentes no extrato de asas da 

mariposa do bicho-da-seda Bm.

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Preparar extrato alergênico a partir das asas da mariposa Bm;

• Purificar o extrato da mariposa por meio de cromatografia por 

imunoafinidade;

• Determinar a massa molecular das principais proteínas alergênicas da 

mariposa Bm por meio de Western blot (Wb) com extrato bruto e purificado;

• Comparar os resultados encontrados entre os participantes dos três grupos 

(sensíveis à Bm, sensíveis ao ácaro da poeira e controles negativos).
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2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1 DOENÇAS ALÉRGICAS RESPIRATÓRIAS

2.1.1 Sensibilização alergênica

Sensibilização a determinado alérgeno pode ser determinada a partir da 

detecção de anticorpos específicos contra o mesmo. A presença de IgE específica no 

soro ou positividade a TCA de leitura imediata são as principais maneiras de se avaliar 

o estado atópico de um indivíduo (JOHANSSON et al., 2004).

Sensibilização a alérgenos inalantes é um fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças alérgicas respiratórias como asma e rinite, embora a 

extensão deste efeito seja amplamente discutida (ARSHAD et al., 2001; CUSTOVIC; 

SIMPSON, 2004). Exposição precoce na infância a epitélios de animais, 

principalmente gato, polens e fungos pode estar associada à atopia na adolescência 

ou idade adulta (DELA BIANCA; WANDALSEN; SOLÉ, 2010). Índices preditivos 

validados para o desenvolvimento de asma utilizam a sensibilização a pelo menos um 

aeroalérgeno como critério maior e a pelo menos um alérgeno alimentar (leite de vaca, 

ovo e amendoim) como critério menor em ensaios clínicos robustos provenientes de 

coortes de nascimento (RODRIGUEZ-MARTÍNEZ; SOSSA-BRICENO; CASTRO- 

RODRIGUEZ, 2017).

Com o objetivo de verificar a relevância clínica da sensibilização a alérgenos 

inalantes na Europa, foram avaliados 3034 indivíduos referidos a um de 17 centros de 

alergia em 14 países diferentes. Foram realizados TCA para os 18 alérgenos locais 

mais frequentes e avaliação clínica. Em todos os países foi descrita taxa de 

sensibilização maior ou igual a 60% nos pacientes avaliados, embora tenha havido 

diferenças na distribuição das sensibilizações alérgicas dependendo do país. Os 

autores concluíram que houve correlação significativa entre a presença de doença 

alérgica (asma, rinite alérgica, dermatite atópica e alergia alimentar) e o número de 

sensibilizações (BURBACH et al., 2009).

Em Curitiba, foi testada a frequência de sensibilidade cutânea a alérgenos de 

ácaro da poeira e pólen de gramínea em 3271 escolares. Encontrou-se TCA positivo 

para Dermatophagoides pteronyssinus e Lolium multiflorum em 31,3% e 4,7% 

respectivamente. A alta frequência de sensibilização aos ácaros domésticos deve



16

servir de alerta para a valorização de uma reação cutânea positiva em indivíduos com 

sintomas respiratórios, entretanto nem sempre signifique que estes alérgenos tenham 

relação causal com a doença respiratória (ESTEVES et al.,1999).

Na mesma cidade, avaliou-se a frequência de positividade por TCA a 7 

alérgenos inalantes em crianças e adolescentes acompanhados em ambulatório 

especializado de alergia pediátrica. Os 742 pacientes tinham diagnóstico prévio de 

asma e ou rinite alérgica. Destes, 61,8% eram sensibilizados ao Dermatophagoides 

pteronyssinus, 42,6% à Blomia tropicalis e, após os ácaros da poeira, 16,8% foram 

positivos para a espécie de mariposa Bm. Sugere-se que o último é prevalente e deve 

ser melhor avaliado como alérgeno inalante em casos de doenças alérgicas 

respiratórias (dados não publicados da pesquisadora).

O conhecimento sobre os aeroalérgenos sensibilizantes e o grau de 

exposição a eles nos diferentes ambientes é importante não somente para o 

diagnóstico das doenças alérgicas, mas também como plano terapêutico, tendo em 

vista a possibilidade de imunoterapia específica (DUTRA; ROSÁRIO; ZAVADNIAK, 

2001).

2.1.2 Diagnóstico de rinite alérgica e asma

Rinite alérgica é uma das doenças mais comuns em todo o mundo. Tem 

prevalência estimada de 25% em crianças e até 40% em adultos. Considerada 

resultado de alergia IgE mediada associada à inflamação nasal de variável 

intensidade.

O diagnóstico de rinite alérgica é baseado na concordância entre uma história 

típica de sintomas como rinorreia, espirros, obstrução nasal e prurido associada a 

testes baseados na demonstração de IgE alérgeno-específica na pele (TCA por 

puntura) ou sangue (IgEs específicas mensuradas por imunoensaios) (BOUSQUET 

et al., 2008). A presença de sintomas oculares é frequente, o que configura 

rinoconjuntivite alérgica; além de prurido em palato, gotejamento pós-nasal e tosse.

O impacto e os custos relacionados à rinite são substanciais. Principalmente 

quando classificada como persistente e moderada a grave, pode levar à queda na 

qualidade de vida, com prejuízo às atividades laborais e escolares. Além de estar 

associada à asma em até 38% dos casos. É considerada como fator de risco para 

asma e, se não controlada, pode afetar o controle da mesma (BROZEK et al., 2016).
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A asma, da mesma maneira, é uma doença inflamatória das vias aéreas, mas 

com maior potencial de gravidade. Em crianças, é a doença crônica mais frequente, 

tendo impacto no dia-a-dia dos pacientes e suas famílias (DUCHARM; TSE; 

CHAUHAN, 2014).

Asma provoca sintomas respiratórios como sibilância, dispneia, opressão 

torácica e tosse; que podem variar ao longo do tempo em termos de ocorrência, 

frequência e intensidade. Estes sintomas geram limitação das atividades e crises que 

algumas vezes requerem atendimento de emergência e, em alguns casos podem ser 

fatais. Fatores como infecções respiratórias, exposição doméstica ou ocupacional a 

alérgenos (ácaros da poeira, polens, baratas), fumaça de cigarro, exercício físico e 

estresse são possíveis gatilhos para crises ou piora dos sintomas de asma.

O diagnóstico é baseado na clínica característica de sintomas respiratórios 

associada à limitação ao fluxo aéreo variável, que pode ser avaliada por meio de 

testes de função pulmonar (GINA, 2018).

A avaliação sobre o perfil de sensibilidade alérgica nos pacientes com asma 

e rinite determinada por meio da positividade aos testes cutâneos ou detecção de IgE 

específica sérica é de fundamental importância para o seu diagnóstico, pois é capaz 

de definir padrões locais e individuais dependendo do ambiente e população. Técnicas 

mais recentes de análise molecular dos alérgenos foram capazes de refinar esse 

diagnóstico, identificando-os de maneira mais precisa. Embora a interpretação se 

torne mais complexa, pois deve-se levar em consideração a correlação com sintomas 

clínicos e a possibilidade de reação cruzada entre diferentes fontes alergênicas.

O conhecimento sobre a exposição local aos alérgenos mais prevalentes deve 

ser incentivado, pois varia de acordo com a população estudada. E terá impacto futuro 

na prevenção e tratamento das doenças alérgicas (ARAUJO; ROSÁRIO; MARI, 2015).

2.2 ALERGIA RESPIRATÓRIA POR ANTÍGENOS DE INSETOS

O papel dos insetos na produção de alérgenos inalantes e desencadeamento 

de sintomas respiratórios vem sendo discutido há décadas (POMÈS, 2008). 

Mariposas, borboletas, mosquitos e baratas já foram descritos como sensibilizantes 

em ambientes externos, mas principalmente intradomiciliares (KHURANA, 

BRIDGEWATER, RABIN, 2017).
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A quantidade e a variedade de espécies pode ter distribuição sazonal de 

acordo com o clima ou ciclo reprodutivo de cada inseto (ARAUJO, ROSÁRIO-FILHO, 

2018). A importância das diferentes espécies de insetos como fontes alergênicas 

conforme a localização geográfica ainda não está bem definida, mas estima-se que 

haja entre 5 e 10 milhões de espécies de insetos, embora somente cerca de 750000 

tenham sido identificadas e catalogadas por entomologistas.

Resíduos que emanam destes insetos como escamas, pelos, secreções e 

partes desintegradas do corpo podem estar contidos na poeira doméstica, 

desencadeando sintomas de asma e rinoconjuntivite alérgica em indivíduos 

sensibilizados (POMÈS, 2008). Até o momento há pouca informação sobre incidência, 

natureza, reatividade clínica e cruzada entre alérgenos de insetos.

Diversos componentes do corpo dos insetos podem ser alergênicos. Para que 

se tornem alérgenos inalantes, suas proteínas devem estar em suspensão no ar e há 

três maneiras deste processo ocorrer. A primeira é por meio do corpo do inseto morto, 

que pelo fato de ser seco e leve, torna-se parte da poeira doméstica. A segunda, por 

destaque de pelos, escamas e exoesqueleto deixado por alguns insetos durante sua 

metamorfose. Por fim, produtos de secreção metabólica como as fezes podem se 

tornar potenciais alérgenos (ARAUJO, ROSÁRIO-FILHO, 2018). A dispersão destas 

partículas ocorre de forma ativa pela migração dos insetos para diversos ambientes e 

de forma passiva pelo ar. Estudos utilizando diversos métodos de coleta em 

ambientes externos e domésticos encontraram altos níveis de alérgenos de baratas, 

moscas, borboletas e mariposas em amostras de poeira (ARIANO; PANZANI, 2001).

Com relação à alergia inalatória a insetos, o mais estudado tem sido a barata, 

cuja infestação doméstica é causa de asma e considerada questão de saúde pública 

nos Estados Unidos da América (EUA) (ARRUDA et al., 2000). Há poucas e antigas 

descrições sobre asma e rinite desencadeadas por espécies de moscas e mosquitos 

como may fly e caddis fly (FEINBERG; FEINBERG; BENAIM-PINTO, 1956; KINO et 

al., 1987). Estudo realizado na cidade de São Paulo com 40 pacientes asmáticos 

apresentou positividade ao TCA com extrato de mosquitos em 32,5% e mariposas em 

65% dos casos. Foi o primeiro a documentar o papel da mariposa como alérgeno 

desencadeante de sintomas respiratórios no Brasil (MENDES; LACAZ, 1965).
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2.2.1 O papel da mariposa do bicho-da-seda

A espécie Bombyx mori, pertencente ao gênero Bombyx, família Bombycidae, 

ordem Lepidoptera, classe dos Insetos, filo Artrópode, reino Animal (FONSECA; 

FONSECA, 1988), é responsável pela produção de mais de 95% da seda mundial. 

Faz parte de uma atividade agroindustrial muito antiga chamada sericicultura, que 

iniciou na China há cerca de 5000 anos. Compreende a cultura da amoreira, a criação 

do bicho-da-seda e a produção dos fios de seda que são fornecidos para a indústria 

têxtil (CORRADELO, 1987).

FIGURA 1 -  CICLO REPRODUTIVO DAS MARIPOSAS
FONTE: Adaptado de https://mariposas.net/ciclo-vida (2018)

A Bombyx mori produz um filamento de proteína produzido a partir de suas 

glândulas sericígenas que constitui a seda. 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 dá a metamorfose da pupa ou crisálida para o estágio adulto, a mariposa 

(OKINO, 1982).

Os sericiculturistas adquirem os ovos do bicho-da-seda, de onde a larva 

eclode e inicia seus estágios de maturação (FIGURA 1). A larva madura produz os 

casulos, que são selecionados manualmente e enviados para as fábricas de fiação de 

seda (YOSHIDA, 1994).

Durante o processo de criação do bicho-da-seda, os trabalhadores estão 

expostos diretamente a antígenos inaláveis, especialmente durante a seleção de 

casulos (KOBAYASHI, 1970). No entanto, já foram detectados alérgenos nos produtos 

excretados do bicho-da-seda, na hemolinfa das crisálidas e na poeira das asas das

https://mariposas.net/ciclo-vida
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mariposas (KOBAYASHI; NAKASAWA; YOSHIDA, 1972). Portanto, os sericicultores 

podem se sensibilizar em qualquer estágio da produção de seda.

2.2.2 Mariposa como alérgeno no ambiente ocupacional

Há diversos relatos de indivíduos que, durante a atividade de sericicultura, 

desenvolveram doenças alérgicas respiratórias. Os alérgenos produzidos durante a 

manufatura da seda podem desencadear sintomas de asma, rinite e conjuntivite 

alérgicas (KINO; OSHIMA, 1978; KINO; OSHIMA, 1979).

Na Índia, operários de fábricas de fiação de seda foram submetidos à 

avaliação clínica, TCA e dosagem de IgE específica no soro a partir de antígenos de 

casulos e pupas do bicho-da-seda. De um total de 243 indivíduos, 36% obtiveram 

diagnóstico de asma e destes, 16,9% deixavam de apresentar sintomas quando 

afastados do trabalho por um período prolongado, diagnosticados com asma 

ocupacional. Estes apresentaram positividade aos extratos alergênicos testados em 

70% dos casos (HARINDRANATH; PRAKASH; SUBBA RAO, 1985).

Médicos do trabalho no Sri Lanka revelaram que, de 53 trabalhadoras com 

média de trabalho de 5,8 anos na indústria da seda, dezoito (34%) tinham asma 

ocupacional. Os sintomas respiratórios ocorriam dentro de 30 min a 6 h após o início 

do trabalho e melhoravam dentro de 1 a 8 h após deixarem a fábrica (URAGODA; 

WIJEKOON, 1991).

Em estudo chinês, verificou-se que 68 de 90 sericicultores apresentavam 

sintomas de alergia respiratória e 14 tinham diagnóstico de asma ocupacional. Os 

alérgenos relacionados foram provenientes de casulos, excreções e urina do bicho- 

da-seda, e escamas das asas das mariposas (WANG; ZHENG; ZHANG, 1994).

Recentemente, foi realizado na Índia estudo comparativo pelo período de um 

ano entre três grupos, o primeiro composto por sericicultores e dois controles 

contendo respectivamente moradores de áreas próximas à indústria de fiação de seda 

e moradores de áreas mais afastadas. Foram realizados TCA com extratos 

confeccionados a partir da pupa, casulo e sericina, proteína alergênica da mariposa 

do bicho-da-seda. A sensibilidade foi maior nos trabalhadores (35,8%). Ao comparar 

os outros dois grupos, foi encontrado mais que o dobro de positividade nos moradores 

próximos às indústrias. Isso mostra que os alérgenos liberados no processo de 

confecção de seda podem ser levados pelo ar, espalhando-se pelo ambiente e
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provocando sensibilização na população que vive no seu entorno (GOWDA et al., 

2016).

Na China, os resíduos da indústria da seda, descartados para utilização em 

preenchimento de colchões, foram apontados como antígenos. Responsáveis por 

conter diversos alérgenos (variando entre 14 e 70 kDa) e assim provocar reações 

alérgicas IgE mediadas respiratórias e cutâneas em indivíduos previamente 

sensibilizados (SUN et al., 2014).

2.2.3 Mariposa como alérgeno no ambiente doméstico

Estudo realizado em casas de uma província japonesa encontrou por meio de 

imunoensaio realizado a partir da poeira doméstica, aeroalérgenos de três espécies 

de insetos (incluindo a mariposa) em suspensão no ar, cujas concentrações variaram 

ao longo de um ano. Conclui-se, que os insetos são alérgenos inalantes comuns e 

podem ter variação sazonal (KINO et al., 1987).

Concentrações de antígenos de mariposa verificadas por radioimunoensaio 

em amostras de poeira em ambiente externo (não domiciliar) durante um período de 

3 anos foram elevadas e em níveis comparáveis aos de polens. Testes cutâneos com 

extratos de mariposa em pacientes alérgicos mostraram 45% de reatividade nesta 

população (WYNN et al., 1988).

Cinquenta asmáticos sem história de exposição ocupacional foram 

submetidos a testes cutâneos e dosagem de IgE específica sérica com extratos 

provenientes das asas e do corpo da mariposa do bicho-da-seda Bm. Houve 

reatividade cutânea em 68% e 56% dos pacientes respectivamente e positividade ao 

RAST (radioallergosorbent test), em 44% e 22% dos casos respectivamente. 

Sugerindo que os componentes das asas da mariposa do bicho-da-seda são os 

sensibilizantes principais. Demonstrou-se ainda por meio de testes de inibição que há 

reação cruzada entre alérgenos de borboletas e mariposas (KINO; OSHIMA, 1979).

Alta taxa de sensibilidade à mariposa foi detectada por Kino e Oshima (1978) 

durante avaliação de 66 pacientes asmáticos selecionados aleatoriamente. Destes, 

37 (56%) apresentaram TCA intradérmico positivo ao extrato de mariposa e 20 

(30,3%) obtiveram positividade à IgE específica no soro para mariposa. Os autores 

comentam que são insetos prontamente atraídos por luzes artificiais e frequentemente
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voam para o interior das residências, portanto podem ser fatores causais importantes 

de asma.

Foram mensuradas IgEs específicas para mariposa, mosquito e barata no 

soro de 560 indivíduos com diagnóstico de rinite alérgica e obtiveram-se as seguintes 

frequências de positividade respectivamente: 32,5%, 16,1% e 13,4%. Nos sujeitos em 

que os valores foram mais elevados, a provocação nasal com antígenos de mariposa 

foi positiva em 61,5%. Demonstrando que as mariposas são alérgenos inaláveis que 

provocam rinite alérgica (OKUDA et al., 2002).

Com o objetivo de avaliar a cosensibilização entre Bm e 9 alérgenos inaláveis 

comuns em uma região ao Sul da China, foram selecionados 175 participantes 

diagnosticados com alguma doença alérgica respiratória que acompanhavam em 

ambulatório especializado. Praticamente metade da amostra apresentou positividade 

à mariposa por meio de IgE específica sérica. Além disso, houve concomitância com 

outros 5 alérgenos comuns, incluindo ácaros da poeira e baratas. Os autores 

concluem que houve alta prevalência de sensibilização a essa espécie de mariposa e 

cogita-se que haja reatividade cruzada com estes outros alérgenos testados, mas 

sugerem que outros estudos de inibição sérica devem ser feitos para confirmar a 

presença de reatividade cruzada (SUN et al., 2014).

Estudos realizados com intervalo de 17 anos na cidade de Curitiba a respeito 

da sensibilização atópica em crianças e adolescentes com diagnóstico de asma e/ou 

rinite alérgica detectaram positividade a extrato de mariposa (1:20 peso/volume) em 

38,4% e 52,5% dos casos respectivamente. Sendo que no primeiro estudo foi testada 

mariposa do gênero Heterocera no segundo estudo, mais recente, a espécie de 

mariposa Bombyx mori. Em ambos, foi o segundo alérgeno em frequência de 

sensibilidade após o ácaro da poeira. Sugeriu-se como conclusão dos dois estudos, 

que o alto índice de sensibilização à mariposa requeria uma melhor avaliação sobre 

sua relevância clínica (ROSÁRIO; VILELA, 1997; ARAUJO; ROSARIO FILHO; RIEDI, 

2014).

Nos últimos anos, foram introduzidos novos métodos bioquímicos de 

identificação de moléculas alergênicas, que permitiram melhor caracterização destes 

alérgenos. Auxiliando a diferenciação entre sensibilizantes primários e antígenos de 

reação cruzada. A determinação de IgE específica pelo sistema microarray utiliza 

moléculas purificadas obtidas por técnicas de DNA recombinante ou a partir de fontes 

naturais das mais variadas origens (ARAUJO; ROSARIO; MARI, 2016).
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Os novos alérgenos que vão sendo identificados, são nomeados da seguinte 

maneira: utilizam-se as primeiras letras do gênero, a primeira da espécie e são 

numerados conforme a ordem de descoberta e caracterização. Até o presente 

momento, já foram identificados 3 componentes alergênicos a partir da mariposa Bm: 

Bomb m 1, Bomb m 7 e Bom m 9 (LIU et al., 2009; ZHONG, 2001; ZUO., et al, 2015), 

derivados respectivamente das proteínas arginina-quinase, tropomiosina e a última 

lipoproteína da hemolinfa. Foram descritos como desencadeantes de reações 

alérgicas alimentares após o consumo da pupa da mariposa em países asiáticos, onde 

a população tem este costume e respiratórias em pacientes com asma ocupacional. 

São necessários mais estudos para avaliar se há outros componentes proteicos 

envolvidos nestes processos, principalmente na fase adulta da Bm (mariposa).

2.3 CARACTERIZAÇÃO DE NOVOS ALÉRGENOS

A Organização Mundial de Saúde (WAO) e a União Internacional das 

Sociedades Imunológicas (IUIS) definiram critérios para a caracterização um 

alérgeno, que incluem:

1. Definição das propriedades moleculares e estruturais:

• Purificação da proteína alergênica;

• Determinação da massa molecular;

• Determinação da sequência de aminoácidos;

• Produção de anticorpos específicos para o alérgeno;

2. Definição da importância do alérgeno em provocar reação IgE mediada:

• Verificação da prevalência de anticorpos IgE específicos no soro de 

pacientes alérgicos (pelo menos 50 devem ser testados);

• Demonstração da atividade biológica por TCA;

• Investigação da antigenicidade (se a retirada do alérgeno do extrato 

reduz a capacidade de ligação com IgE);

• Demonstração, quando possível, de que os alérgenos recombinantes 

tem atividade de ligação ao anticorpo IgE específico comparável ao 

alérgeno natural.
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Um aspecto importante destes critérios é que eles devem permitir que outros 

autores possam identificar o mesmo alérgeno e realizar estudos comparativos. Para 

tal deve-se fornecer: a forma de preparo do extrato alergênico, o sequenciamento de 

aminoácidos para identificação da proteína e desenvolvimento de anticorpos 

monoclonais ou monoespecíficos desta proteína para a verificação de outros 

pesquisadores.

Outro aspecto relevante é a demonstração da atividade alergênica do 

alérgeno purificado, tanto in vitro quanto in vivo. Entre as técnicas usadas para 

medição de anticorpos IgE in vitro estão: RAST, CIE (contraimunoeletroforese), 

radioimunoensaio com alérgenos marcados, ELISA (imunoensaio enzimático) e 

immunoblotting. A escolha depende da averiguação da sensibilidade e eficácia dos 

métodos, que podem variar de acordo com inúmeros fatores. Independente da 

técnica, deve-se testar a prevalência de reatividade IgE específica sérica ao alérgeno 

em pelo menos 50 pacientes alérgicos selecionados aleatoriamente. Considera-se 

relevante quando a taxa de positividade for maior que 50%.

Quando são produzidos alérgenos recombinantes antes mesmo de se 

purificar o alérgeno natural, deve-se também demonstrar sua atividade biológica in 

vivo, por meio de TCA por puntura (KING et al., 1994).
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 TIPO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental realizado no setor de medicina 

respiratória e alergia localizado no Complexo do Hospital de Clínicas da Universidade 

Federal do Paraná (CHC-UFPR) e no ICC (Instituto Carlos Chagas).

3.2 CASUÍSTICA

Os sujeitos da pesquisa foram funcionários do CHC-UFPR, que totalizam 

3757, selecionados entre os funcionários de limpeza e manutenção que somam 484 

entre abril e maio de 2016 (FIGURA 2).

Funcionários CHC-UFPR (n—3 7 5 7 )

Funcionários m anu tenção  e lim p e za  (n—48 4 )

H x +  a le rg ia  re s p ira tó r ia  (n—40) Hx - a le rg ia  re s p ira tó r ia  (n—18)

T C A

TCA +  (n = 3 6 ) TCA - n = 4 ) TCA +  i= 8 )  TCA - (n = 10)

M a r ip o s a  +  (n—26) Á c a ro  +  (n=1 2) SC n g u e

v e n o so
Estudo (n —7) C o le t (n—3)

Estudo (n—21 ) C o le ta  (n—5) Estudo (n—8) C o le ta  (n—4)

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DE SELEÇAO DOS PARTICIPANTES DA AMOSTRA 

FONTE: O Autor, 2018.

3.3 CRITÉRIOS DE INCLUSAO

Foram incluídos os participantes que concordaram em participar do estudo 

assinando TCLE (termo de consentimento livre esclarecido), fizeram TCA e realizaram 

coleta de sangue por punção venosa para as análises laboratoriais (n=58).



26

3.4 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO

Foram excluídos participantes com diagnóstico de alergia respiratória que 

apresentaram TCA negativo (n=4) para os alérgenos testados e os sujeitos com 

história negativa para alergia e tiveram TCA positivo para os mesmos (n=8).

3.5 POPULAÇÃO DO ESTUDO

Constituiu-se de 36 sujeitos distribuídos em 3 grupos de acordo com 

diagnóstico de alergia respiratória (asma e/ou rinite) e positividade ao TCA da seguinte 

forma:

• Grupo 1 composto por 21 participantes com diagnóstico de rinite alérgica e/ou 

asma e cujo TCA foi positivo para extrato de mariposa

• Grupo 2 composto por 8 participantes com diagnóstico de rinite alérgica e/ou 

asma e cujo TCA foi positivo para extrato de ácaro da poeira

• Grupo 3 composto por 7 participantes sem doença alérgica respiratória e cujo 

TCA foi negativo para todos os alérgenos testados.

3.6 AMOSTRA E TÉCNICA DE AMOSTRAGEM

Foram selecionados sempre com a presença da pesquisadora três grupos 

cujo número foi idealizado a partir de estudos semelhantes para identificação de novas 

proteínas alergênicas (LIU et al., 2009; ZHONG, 2001), não tendo sido feito cálculo 

amostral. Não foi possível incluir mais sujeitos na amostra por limitações técnicas para 

realização dos imunoensaios.

3.7 PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos foram realizados pela pesquisadora, assim como os 

experimentos, em que se contou com o auxílio da equipe do laboratório de proteínas 

do ICC.
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3.7.1 Dados clínicos e epidemiológicos

Durante a seleção dos pacientes, foram coletados dados pessoais como 

nome, sexo, data de nascimento, idade, procedência e feitos questionamentos sobre 

sintomas alérgicos, incluindo gravidade e frequência.

O diagnóstico clínico de asma intermitente, leve, moderada ou grave 

persistentes seguiu critérios clínicos conforme a classificação proposta pelo NAEPP 

-  National Asthma Education and Prevention Program (2007).

O diagnóstico e a classificação da rinite em intermitente ou persistente, de 

acordo com a frequência dos sintomas e leve ou moderada/grave, conforme a 

intensidade dos sintomas foi feita segundo recomendações do ARIA -  Allergic Rhinitis 

and its Impact on Asthma (BOUSQUET et al., 2008).

3.7.2 Preparo do extrato alergênico de mariposa

Os casulos de bicho-da-seda da espécie Bm foram coletados da indústria de 

fiação de seda Bratac® (Londrina-PR) e transportados em local seco e fresco até o 

setor de Alergia Pediátrica do CHC-UFPR em Curitiba, onde foram armazenados em 

caixa acrílica até a eclosão das pupas em mariposas. As asas, onde se localizam seus 

principais antígenos (KINO; OSHIMA, 1979), foram dissecadas e utilizadas no preparo 

do extrato alergênico.

A obtenção do extrato das asas da mariposa Bm foi realizada com base no 

sistema peso/volume (p/v), em que se extrai um peso conhecido em um volume 

especificado de fluido. A solução resultante pode ser concentrada ou diluída quando 

necessário (PATTERSON; GRAMMER; GREENBERGER, 1997).

O método escolhido foi o descrito por Lierl, Riordan e Fischer (1994), 

obedecendo os seguintes passos: asas de aproximadamente 100 mariposas adultas 

foram maceradas mecanicamente em pilão de cerâmica e imersas em éter etílico, 

para remoção de gorduras, até a completa evaporação do éter. O total de material 

obtido (2,8 g) foi homogeneizado em tampão de lise (PBS, pH 7,2, 5% Glicerol, 300 

mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF) (1:10, p/v) a 4°C por 48 h. 

O extrato foi clarificado por centrifugação dupla (por 15 min a 22.000 xg rotações e a 

4°C), filtrado (utilizando filtros de 0,22 ^m, da marca Millipore, Bedford, USA), 

distribuídos em alíquotas de 2 mL, que foram armazenadas em congelador a -20°C
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para realização dos imunoensaios. Uma parte deste mesmo extrato (10 mL) foi diluída 

em glicerina (50%) (1:10) estéril e posteriormente armazenada em geladeira a 4°C 

para utilização nos testes cutâneos.

3.7.3 Obtenção do alérgeno arginina-quinase recombinante

Com o objetivo de ter um controle positivo para os imunoensaios, a sequência 

nucleotídica da arginina-quinase foi comprada a partir do GenBank/NCBI (ID 

NM_001043937), sintetizada comercialmente pela empresa GenScript® (Piscataway, 

EUA) e subclonada no pET28a (Novagen®, Madison, EUA), vetor para expressão em 

Echerichia coli, sob os sítios de restrição BamHI e HindIII, de modo a conter em sua 

extremidade N-terminal, uma sequência codificante de seis histidinas (6xHis), 

possibilitando sua purificação pela cromatografia de afinidade.

Após confirmação por sequenciamento, os vetores portando os genes 

íntegros foram utilizados para transformar células da E. coli BL21 (DE3), as quais 

foram crescidas a 37°C em meio LB (Luria Bertani broth) suplementado com 

canamicina (50 Mg/mL), até atingir a uma densidade óptica 600nm de 0,8.

A expressão da arginina-quinase foi induzida pela adição de isopropyl-D- 

thiogalactopyranoside (IPTG) (para uma concentração final de 0,5 mM), a 37°C por 

quatro horas. As células foram coletadas por centrifugação (a 2.800 g por 10 min a 

4°C) e ressuspendidas em 2 mL/g de células no tampão de lise (50 mM Tris-HCl pH

8,0, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 5% glicerol, 1 mM PMSF) e submetidas a 10 ciclos 

de 80 psi de pressão (microfluidificador M-110L, Microfluidics®), para lise total das 

células.

O extrato bacteriano foi clarificado por centrifugação (25.000g por 30min a 

4°C) e o sobrenadante resultante foi filtrado (com filtro de 0,45 ^m da marca 

Millipore®, Bedford, USA) e aplicado no sistema de cromatografia ÀKTA-UPC 100 

(GE Healthcare Life Sciences®), portando a coluna His-trap HP (GE Healthcare Life 

Sciences®), que tem como metal imobilizado o níquel.

A proteína foi quantificada por meio do SDS-PAGE, por estimativa, tendo 

como referência uma proteína padrão (albumina de soro bovino, BSA -  Sigma- 

Aldrich®) de massa conhecida (5 mg/mL) em diluições seriadas (0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 

1; 2 mg/mL).
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3.7.4 TCA por puntura

Os pacientes selecionados foram submetidos a TCA por puntura com extrato 

alergênico de Bm (conforme descrito no item 3.7.2) e outros 6 aeroalérgenos que 

seguem: ácaros da poeira doméstica (Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia 

tropicalis), barata (Blattella germanica), epitélios de animais (gato e cão) e pólen de 

gramínea (Lolium perenne) Todos na concentração padronizada de 1:20 (IPI/ASAC, 

Brasil). Testado também a arginina-quinase recombinante, obtida de acordo com o 

item 3.7.3.

Obedecendo à seguinte técnica: cada participante foi colocado em posição 

confortável, realizada assepsia da superfície volar do antebraço direito com álcool 

etílico (70%), em seguida aplicada uma gota de cada extrato na pele, sendo o local 

marcado com caneta específica. O controle positivo foi realizado com histamina na 

concentração de 10 mg/mL (IPI/ASAC, Brasil) e o negativo com solução salina/glicerol 

a 50% (IPI/ASAC, Brasil) com intervalo de 3 cm de distância entre cada gota aplicada. 

Utilizou-se técnica de puntura com agulha estéril de 27 mm superficialmente na pele, 

em ângulo de 20°. Após 15 min, procedeu-se à leitura da reação com auxílio de régua 

milimetrada, considerado teste positivo quando a média entre os dois diâmetros 

perpendiculares da pápula foi maior ou igual a 3 mm (NELSON, 2011).

Nenhum dos pacientes estava em uso de antihistamínicos ou outras 

medicações que pudessem interferir no resultado do TCA na semana que antecedeu 

a sua realização.

3.7.5 Coleta de sangue venoso

Na mesma ocasião da realização dos testes cutâneos alérgicos, foram 

coletados 5 mL de sangue de todos os participantes por venopunção na região do 

antebraço e acondicionados em frascos de coleta para exame hematológico. Após a 

formação do coágulo, os tubos foram centrifugados a 2000 rotações por min por 10 

min e armazenados a -20°C até a realização das dosagens de IgEs específicas pelo 

método ImmunoCAP ISAC® e dos imunoensaios.
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3.7.6 Detecção de componentes alergênicos por ImmunoCAP ISAC

Amostras de soro dos 36 participantes foram enviadas para laboratório em 

São Paulo, onde foram analisadas pelo método ImmunoCAP ISAC (imunoensaio em 

fase sólida de multianalitos, ThermoFischer Scientific®), teste padrão automatizado in 

vitro para deteção de anticorpos IgE específicos. Que aplica a tecnologia de 

microarray proteico, cuja técnica consiste em dispor um painel de moléculas 

alergênicas sobre uma lâmina de vidro (75x25 mm) modificada quimicamente (através 

da adição de reagentes como os epoxisilanos ou a nitrocelulose, com a finalidade de 

melhorar a ligação proteica).

Cada alérgeno é colocado em triplicata para garantir a confiabilidade do teste; 

em seguida, adiciona-se 20 ^L do soro a ser testado e os alérgenos do ensaio são 

reconhecidos pelos anticorpos IgE do paciente, que por sua vez, são detectados por 

anticorpos anti-IgE marcados (fluorescentes) adicionados posteriormente. Os valores 

são medidos por scanner a laser, gerando resultados semiquantitativos e classificados 

em unidades padronizadas, considerados positivos quando maior ou igual a 0,3 ISU 

(ISAC standardized units) (HARWANEGG; HILLER, 2005). São testados 112 

componentes provenientes das mais diversas fontes alergênicas naturais e alérgenos 

recombinantes.

3.7.7 Imunodetecção

Para identificar os possíveis alérgenos de Bm as proteínas do extrato total 

concentradas 3 vezes e a arginina-quinase recombinante (controle positivo), foram 

aplicadas em géis de poliacrilamida (10%) para separação das proteínas por massa 

molecular (conforme descrito por Laemmli, 1970), transferidas para membrana de 

nitrocelulose (Amersham Biosciences®) (a 20 volts por 40 min) em sistema semi-seco 

(Trans-Blot SD semi-dry transfer cell, Bio-Rad®) e bloqueadas com 5% (p/v) de leite 

em pó desnatado (MOLICO® - Nestlé) diluído em tampão PBS-T (PBS 1x, pH 7,4 com 

0,15% Tween-20) por 1 h em temperatura ambiente.

Estas membranas foram fracionadas em tiras e incubadas inicialmente com 

pool de soros dos participantes do grupo 1 e 3. Depois de padronizados os parâmetros 

seguintes, foram incubadas com uma diluição de 1/30 dos soros individuais de cada 

participante do grupo 1, com alergia respiratória sensibilizados à Bombyx mori (n=21),
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grupo 2, sensibilizados a ácaro da poeira doméstica (n=8) e controles saudáveis não 

atópicos (n=7), em PBS-T por 16 h a 4°C. Posteriormente, estas fitas foram incubadas 

com anti-IgE humana conjugada à fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich®) (1:5000) por 90 

min em temperatura ambiente. Após cada etapa as membranas foram lavadas 5x com 

PBS-T.

A reação foi revelada em solução contendo 50 mg/mL BCIP (Bromo-Chloro- 

Indolyl Phosphate) e 50 mg/mL de NBT (Nitro Blue Tetrazolium) (Promega®, Madison, 

WI, USA) diluídas em 10 mL do tampão de fosfatase alcalina (100 mM Tris-HCl pH 

9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2) por aproximadamente 60 s e interrompida com 10 

mM EDTA em água destilada.

3.7.8 Espectrometria de massas

A fim de identificar os alérgenos específicos do extrato de asas da mariposa 

Bm por meio da espectrometria de massas, primeiramente foi realizado Wb (conforme 

descrito no item 3.7.7). Com este propósito, áreas da membrana contendo a 

pigmentação referente aos alérgenos detectados por meio das IgEs presente nos 

soros dos pacientes positivos e negativos (controle negativo), foram recortadas e 

lavadas em água ultrapura. Estes fragmentos de membrana foram então imersos 

numa solução (50%) de bicarbonato de amônio 50 mM por 15 min para 

despigmentação e secas naturalmente. A digestão dos alérgenos presentes nos 

fragmentos de membrana foi realizada pela adição da protease tripsina 12,5 ng/uL a 

37°C por 16 h sob agitação. A solução foi evaporada no speed vac por 45 min a 45°C, 

seguido da adição de acetona com incubação por 30 min em temperatura ambiente, 

sob agitação constante.

Após a remoção do sobrenadante as membranas foram novamente secas no 

speed vac por 30 min e adicionados 50 uL de bicarbonato de amônio (50 mM) em 

cada, seguido de sonicação (5 min), sendo o sobrenadante transferido para 

microtubos Eppendorf® juntamente com a acetona. Esse último procedimento foi 

repetido 2 vezes. O sobrenadante obtido foi submetido ao stage tip para purificação 

dos peptídeos, os quais foram aplicados no sistema MALDI-TOF (espectrômetro de 

massas LTQ Orbitrap XL, Thermo Scientific), para leitura e posterior identificação 

destes peptídeos que compõem os alérgenos a serem identificados.
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3.7.9 Cromatografia de imunoafinidade

A fim de isolar e identificar possíveis alérgenos do extrato total de asas de Bm 

foi desenvolvida uma técnica de cromatografia por imunoafinidade. Realizada a partir 

da captura destas proteínas por meio de IgEs específicas presentes no soro de 

pacientes sensibilizados à mariposa. Procedimento que ocorreu com base na 

interação de sucessivas moléculas (FIGURA 3), tendo como suporte sólido a resina 

de níquel (Ni Sepharose 6 Fast flow - GE) ligada à proteína A recombinante (30 mg/mL 

de resina). Esse complexo foi incubado com o anticorpo humanizado anti-IgE (1 

ug/mL) por 16 h e posteriormente, com o pool de soro (1:10) por 8h, e então, incubado 

com o extrato de Bombyx mori (1:1) por 16 h. Todas as incubações foram realizadas 

a 4°C com agitação constante, no tampão de ligação (PBS acrescido de 0,05% tween- 

20), incluindo as lavagens.

Os alérgenos foram recuperados através de eluições com dois tampões 

diferentes (PBS-T, 300mM NaCl, 0,5 M Imidazol e 50 mM glicina pH 2,5). Todas as 

centrifugações foram realizadas a 300g por 1 min em temperatura ambiente. Cada 

fração foi analisada por SDS-PAGE e posteriormente por Wb.

FIGURA 3 -  MOLÉCULAS DO COMPLEXO PARA DETECÇÃO E CAPTURA DOS ALÉRGENOS A 
PARTIR DO EXTRATO DE BOMBYX MORI.

FONTE: Claudemir de Souza, 2017

3.7.10 Identificação das proteínas alergênicas

A fim de identificar os potenciais alérgenos reagentes nos ensaios de Wb, 

foram realizadas buscas nos bancos de dados National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) e Protein Data Bank (PDB) por proteínas de Bm que apresentavam
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massa molecular aproximada às proteínas reagentes nos imunoensaios em pelo 

menos 50% dos pacientes (considerados alérgenos major, segundo Canonica e cols, 

2013) e que foram passiveis de purificação a partir da IgE do soro destes mesmos 

pacientes. O critério para seleção das várias proteínas foi a possibilidade de estarem 

presentes na asa da mariposa adulta e/ou já relacionadas com processos alérgicos.

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Foi feita análise descritiva para os dados clínicos, epidemiológicos e 

resultados de testes alérgicos e imunoensaios.

3.9 ÉTICA EM PESQUISA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos do CHC-UFPR em 27 de abril de 2014, sob registro CAAE

27605914.2.0000.0096 (ANEXO 1) conforme as normas da resolução CNS 466/2012. 

O estudo foi iniciado após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

(APÊNDICE 1).

3.10 FOMENTO PARA PESQUISA

A pesquisa teve apoio financeiro do ICC para a compra da proteína arginina- 

quinase recombinante e realização de todos os testes laboratoriais descritos neste 

estudo.

A parte clínica da pesquisa foi conduzida no CHC - UFPR e obteve fomento 

da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - CAPES, com 

concessão de bolsa de estudo à pesquisadora por período de 3 anos.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERÍSTICAS DA AMOSTRA DE ESTUDO

A amostra foi constituída por 3 grupos: o primeiro com 21 indivíduos 

diagnosticados com asma e/ou rinite e que apresentaram TCA positivo para Bm; o 

segundo contendo 8 participantes também diagnosticados com doença alérgica 

respiratória, mas que apresentaram TCA positivo para ácaros da poeira e o terceiro 

formado por 7 sujeitos com história negativa para quaisquer alergias e cujo teste 

cutâneo foi negativo para os alérgenos testados. Na TABELA 1 são apresentados os 

seus dados clínicos e epidemiológicos.

TABELA 1 -  DADOS CLÍNICOS E EPIDEMIOLÓGICOS DOS 

PARTICIPANTES (n=36)

CARACTERÍSTICAS GRUPO 1 

n 21

GRUPO 2 

n 8

GRUPO 3 

n 7

Idade (anos)* 40 47 48,5

Sexo (M/F) 15:6 2:6 3:4

Asma 6 2 0

Intermitente/Leve 2 2

Moderada 4 0

Rinite 21 8 0

Leve 9 4

Moderada/Grave 12 4

Sintomas oculares 12 7 0

Dermatite atópica 2 0 0

* Expressa em mediana 

FONTE: O autor (2018)

As frequências de positividade ao TCA para os extratos alergênicos totais 

dispostos em ordem alfabética: Blattella germanica, Blomia tropicalis, Bombyx mori, 

Dermatophagoides pteronyssinus, epitélio de cão, epitélio de gato e Lolium perene, 

além da arginina-quinase recombinante e os diâmetros das pápulas expresso em 

média estão apresentados na TABELA 2.
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TABELA 2 -  FREQUÊNCIA DE POSITIVIDADE E REATIVIDADE AO TCA COM

DIFERENTES ALÉRGENOS NOS GRUPOS 1 (n 21) E 2 (n 8)

ALERGENOS n 21 Diâmetros

médios

reação

n 8 Diâmetros

médios

reação

Arginina-quinase 6 3,5 0

Blattella germanica 4 3,5 4 3,1

Blomia tropicalis 13 4,2 6 3,6

Bombyx mori 21 3,6 0

Dermatophagoides 11 4,6 7 5,3

pteronyssinus

Epitélio cão 7 4,5 1 3

Epitélio gato 1 4,5 1 3

Lolium perenne 9 5,8 3 3,8

FONTE: O autor (2018)

Quatro pacientes apresentaram TCA positivo exclusivamente para mariposa, 

com reatividade cutânea média de 3,7. Enquanto os 17 demais tinham sensibilidade 

a algum outro extrato alergênico. Nenhum dos quatro indivíduos sensíveis somente à 

mariposa apresentou reatividade à arginina-quinase recombinante pelo TCA.

4.2 IMMUNOCAP ISAC

Para refinar a análise sobre o perfil de sensibilidade alergênica, todos os 

participantes do estudo foram submetidos ao teste molecular ImmunoCAP ISAC, que 

identificou a frequência de positividade a 112 componentes alergênicos. Foram 

considerados positivos quando > 0,3 (ISU). Na TABELA 3 estão destacadas as 

frequências de positividade aos principais alérgenos inaláveis conforme o grupo. Os 

referentes a fontes alimentares não foram descritos, pois não interessam aos objetivos 

deste estudo. Nos pacientes controles, correspondentes ao grupo 3, foi encontrado 

epítopo Phl p 4 positivo em valor próximo ao mínimo (0,4 ISU) em um dos indivíduos 

testados, portanto este dado não foi acrescentado à tabela.
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TABELA 3 -  FREQUÊNCIA DE POSITIVIDADE AOS COMPONENTES 

ALERGÊNICOS INALANTES POR IMMUNOCAP ISAC NOS 

NOS GRUPOS 1 E 2

FONTE ALERGENICA COMPONENTE

ALERGÊNICO

GRUPO 1 

n 21

GRUPO 2 

n B

Acaros da poeira

Blomia tropicalis Blo t 5 9 3

Dermatophagoides Der f  1 B 7

farinae Der f  2 7 B

Dermatophagoides Der p 1 B 7

pteronyssinus Der p 2 B 5

Der p 10 4 2

Lepidoglyphus Lep d 2 B 4

destructor

Animais

Barata Bla g 7 3 1

(Blattella

germanica)

Cão Can f 2 1 O

(Canis familiaris) Can f 5 1 3

Gato Fel d 1 2 1

(Felis domesticus)

Polens gramíneas

Cynodon dactylon Cyn d 1 B O

Phleum pratense Phl p 1 5 1

Phl p 4 B O

Phl p 5 1 O

Phl p 7 O 1

FONTE: O autor (2018)

NOTA: nos participantes do grupo 3, Phl p 4 foi o único positivo em um 

indivíduo, em valor próximo ao negativo

Os alérgenos foram classificados conforme a fonte em: ácaros da poeira 

doméstica (incluídos Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides 

pteronyssinus e Lepidoglyphus destructor); animais (incluídos barata da espécie 

Blattella germanica, cão e gato correspondentes a Canis familiaris e Felis domesticus 

respectivamente. Finalmente polens de gramíneas, que são os mais encontrados na
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região Sul do país, onde foi realizado o estudo como segue: Cynodon dactylon (grama 

bermudas e Phleum pratense (grama timóteo).

Os componentes mais frequentemente encontrados no grupo 1 foram os 

ácaros da poeira, sendo Blo t 5 o primeiro, seguido de Der p 1 e Der f 1. Der p 10, que 

é uma tropomiosina, foi encontrada em 4 participantes. Com relação aos animais, 

componente da barata (Bla g 7) que também é uma tropomiosina e pode ter 

reatividade cruzada com a do ácaro (Der p 10) foi o mais frequente, seguido do gato 

e cão. Os polens de gramíneas tiveram positividade significativa: sendo o principal 

Cyn d 1, seguido dos relacionados ao Phleum pratense.

Dos 4 participantes do grupo 1 que apresentaram sensibilidade exclusiva para 

mariposa pelo TCA, em apenas 1 foi encontrado componente de gramínea Phl p 4 em 

valor baixo (0,4), nos demais, o teste foi negativo para todos os outros componentes 

alergênicos.

Os componentes mais frequentemente encontrados no grupo 2, foram os 

ácaros da poeira. Der p 10, tropomiosina que foi encontrada em 2 sujeitos. Com 

relação aos animais, componente do cão (Can f 5) foi o mais frequente encontrado, 

seguido do gato (Fel d 1) e barata (Bla g 7). Quanto aos polens de gramíneas, apenas 

1 paciente apresentou sensibilidade a dois componentes do Phleum pratense: Phl p 

1 e Phl p 7.

4.3 CROMATOGRAFIA POR IMUNOAFINIDADE

Com o objetivo de purificar o extrato bruto de Bm, foi realizada cromatografia 

por imunoafinidade. Foram realizadas diversas tentativas de padronização de cada 

etapa deste processo. Segue a análise resultante por SDS-PAGE em que a proteína 

A foi acoplada ao anticorpo anti-IgE, ligado, por sua vez às IgEs presentes no soro 

dos pacientes sensibilizados à mariposa, que se ligaram finalmente ao extrato total de 

Bm.

Verificou-se que em todas as condições testadas foi possível observar a 

presença de proteínas. Observa-se que nas canaletas referentes ao controle (resina 

e extrato) não há presença de proteínas, o que mostra que os anticorpos foram 

eficientes na captura dos alérgenos do extrato da mariposa, não havendo indícios de 

ligações inespecíficas. Algumas proteínas não foram capazes de eluir completamente 

da resina (FIGURA 4).
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Testou-se o extrato concentrado 3x (condição A), extrato normal (condição B) 

e extrato diluído 3x (condição C). Destas, a condição A foi a que apresentou melhor 

desempenho, pois há maior nitidez das bandas e maior quantidade de proteína 

purificada (FIGURA 4).

FIGURA 4 - SDS-PAGE DA CROMATOGRAFIA POR IMUNOAFINIDADE COM PROTEÍNA A 
RECOMBINANTE ACOPLADA EM RESINA DE NÍQUEL 

NOTA: A, B e C) Diferentes condições testadas. CTL) Controle da purificação (incubação da resina 
com o extrato de mariposa nas mesmas condições das demais). M) Marcador de massa molecular 
(Bench Marker). A) Proteína A. E) Anticorpo anti-IgE. E1) Primeira eluição realizada com o tampão B. 
E3) Terceira eluição realizada em tampão ácido. R) Resina após as três eluições.
FONTE: O autor (2018)

4.4 IMUNOENSAIOS

Foram realizados vários experimentos para avaliar as condições ideais de Wb, 

na tentativa de padronizar os parâmetros a serem utilizados. Após o uso de diversas 

diluições de extrato de Bm, de anticorpos e pool de soros dos pacientes, concluiu-se 

que os que apresentaram melhor definição foram os demonstrados na FIGURA 5, 

destacado em vermelho para a concentração intermediária. Sendo que maiores ou 

menores concentrações levaram à piora na nitidez (com imagem mais borrada e mais 

apagada respectivamente).
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aIgE-AP 1:3000 aIgE-AP 1:6000 aIgE-AP 1:9000

kDa M AK 1/20 1/30 1/40 1/20 1/30 1/40 1/20 1/30 1/40
182 - 
115­
82 - 
64 ­
49-

Wfl
37-

26-

19 -

15 -

FIGURA 5 -  PADRONIZAÇÃO DE WESTERN BLOT  PARA IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS 
ALERGÊNICAS DE BOMBYX MORI 

NOTA: Testes utilizando diferentes diluições do poo/de soros dos pacientes do grupo 1 e do conjugado 
a igE-AP. AK) Arginina-quinase recombinante, controle positivo. M) marcador massa molecular padrão 
pré-corado (Bench marker).
FONTE: O Autor (2018)

Foi comparado anticorpo anti-IgG com anti-IgE humana ambos ligados à 

peroxidase (AP) nos grupos 1 e 3 utilizando pool de soros como segue na FIGURA 6. 

Em relação ao ensaio com a anti-IgG, é possível notar que ocorrem muitas reações 

inespecíficas, tanto com os soros dos pacientes positivos (grupo 1), quanto dos 

negativos (grupo 3). Observa-se que há poucas diferenças no perfil de bandas entre 

estas amostras. Na comparação entre o extrato total e purificado, detecta-se um maior 

número de bandas reagentes no extrato total.

Em relação ao ensaio com a anti-IgE, nota-se que houve reatividade a um 

número menor de bandas em relação ao ensaio com anti-IgG. Houve reatividade 

maior nos pacientes sensíveis à Bm (grupo 1) comparando-se aos controles negativos 

(grupo 3). Sendo que no extrato purificado, só houve reatividade nos positivos (grupo 

1). Foram encontradas as seguintes proteínas correspondentes às alturas 

aproximadas do marcador de massa molecular no pool de soros dos pacientes 

positivos (grupo 1) utilizando anticorpo anti-IgE contra o extrato bruto de Bm: 150, 80, 

66, 50, 45, 40, 37 e 30 kDa. Ao passo que com o extrato purificado, as mesmas alturas 

de banda foram visualizadas, as de 80 e 50 kDa mais intensas, porém as demais com 

intensidade mais fraca, exceto pelas de 150 e 30 kDa, que não apareceram (FIGURA 

6).
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FIGURA 6 - COMPARAÇÃO NA DETECÇÃO DE IgES E IgGS ENTRE POOL DE SOROS DO GRUPO 
1 E 3 POR MEIO DE WESTERN BLOT  

NOTA: anticorpos de camundongos conjugados com fosfatase alcalina anti-IgE humana (algE-AP) e 
anti-IgG humana (aIgG-AP) como anticorpos secundários. AK) Arginina-quinase recombinante, 
controle positivo. E) Extrato purificado imobilizado na membrana. MP) Extrato bruto imobilizado na 
membrana. M) Marcador de massa molecular padrão pré-corado (Bench marker). As setas indicam as 
bandas mais fortes encontradas na reação com o extrato purificado nos participantes do grupo 1. 
FONTE: O autor (2018)

Todas as proteínas com massa molecular aproximada encontradas por Wb 

realizado a partir do extrato total de mariposa e pool de soros positivos dos pacientes 

do grupo 1 (FIGURA 6) também apareceram no SDS-PAGE da purificação (FIGURA 

4).

Inicialmente foram realizados Wb a partir do pool de soros, após a 

padronização, foram testados os soros de cada paciente individualmente (FIGURAS 

6, 7, 8, 9 e 10). Optou-se por utilizar o extrato total para estes imunoensaios, pois 

houve reatividade a número maior de proteínas em relação aos do extrato purificado 

na análise por Wb do pool. Nos pacientes do grupo 1 foram identificadas 18 alturas 

aproximadas de bandas que seguem: 185, 182, 150, 115, 100, 90, 80, 66, 64, 60, 55, 

50, 45, 40, 37, 35, 30 e 27 kDa. Cada participante apresentou um perfil diferente de 

reatividade, com diferentes padrões de bandas e intensidade de reação (FIGURAS 7, 

8 e 9). Os pacientes 5, 9 e 10 demonstraram reatividade a um maior número de 

bandas, em comparação aos demais, além de forte intensidade de reação (FIGURAS 

7 e 8). Os indivíduos 16 e 19 não apresentaram nenhuma reação ao imunoesaio 

(FIGURA 9).
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FIGURA 7 -  WESTERN BLOT COM SOROS DO GRUPO 1 (1-7)
NOTA: Membrana incubada com soro de sete dos 21 participantes do grupo 1 (1-7). AK) Arginina- 
quinase recombinante, controle positivo da reação. M) Marcador de massa molecular padrão pré- 
corado (Bench marker).
FONTE: O autor (2018)

FIGURA 8 -  WESTERN BLOT  COM SOROS DO GRUPO 1 (8-14)
NOTA: Membrana incubada com soro de sete dos 21 participantes do grupo 1 (8-14). AK) Arginina- 
quinase recombinante, controle positivo da reação. M) Marcador de massa molecular padrão pré- 
corado (Bench marker).
FONTE: O autor (2018)
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FIGURA 9 -  WESTERN BLOT COM SOROS DO GRUPO 1 (15-21)
NOTA: Membrana incubada com soro de sete dos 21 participantes do grupo 1 (15-21). AK) Arginina- 
quinase recombinante, controle positivo da reação. M) Marcador de massa molecular padrão pré- 
corado (Bench marker).
FONTE: O autor (2018)

O mesmo ocorreu com os pacientes do grupo 2, que apresentaram diferentes 

perfis de bandas e diferentes intensidades de reação. As possíveis proteínas 

demonstradas pelo Wb dos pacientes sensíveis ao ácaro foram as seguintes: 150, 

100, 66, 64, 55, 50, 40, 37, 30 e 27 kDa (FIGURA 10).

FIGURA 10 -  WESTERN BLOT  CONTROLE COM SOROS DO GRUPO 2
NOTA: Membrana incubada com soro de oito pacientes referentes ao grupo 2 (1-8). AK) Arginina- 
quinase recombinante, controle positivo da reação. M) Marcador de massa molecular padrão pré- 
corado (Bench marker).
FONTE: O autor (2018)
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Todas as proteínas encontradas no grupo 2 foram da mesma maneira 

visualizadas nos pacientes sensíveis à mariposa do grupo 1, porém em menor 

intensidade. Sendo que as correspondentes às alturas de 66 e 50 kDa foram 

encontradas em mais de 50% dos pacientes, consideradas major para ambos os 

grupos 1 e 2 (sensibilizados à mariposa e ácaro).

Por outro lado, a proteína de 80 kDa foi encontrada em todos os indivíduos 

sensibilizados à mariposa e em nenhum dos sensíveis ao ácaro da poeira. A proteína 

de 45 kDa da mesma maneira foi reativa em 84,2% dos participantes do grupo 1 e 

não foi visualizada nos do grupo 2. O gráfico a seguir demonstra em frequência de 

positividade todas a alturas de bandas encontradas em ambos os grupos (FIGURA 

11).
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Os sujeitos incluídos no grupo 3, que não tinham diagnóstico de doença 

alérgica respiratória e cujos TCA foram negativos para todos os antígenos testados, 

considerados controles negativos, não apresentaram reatividade aos imunoensaios 

(FIGURA 12).

FIGURA 12 -  WESTERN BLOT  CONTROLE COM SOROS DO GRUPO 3
NOTA: Membrana incubada com soro de sete indivíduos referentes ao grupo 3 (1-7). AK) Arginina- 
quinase recombinante, controle positivo da reação. M) Marcador de massa molecular padrão pré- 
corado (Bench marker).
FONTE: O autor (2018)

4.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Foi optado por encaminhar para análise a membrana pós purificação, pois o 

gel do extrato total de mariposa é muito rico em proteínas o que poderia interferir 

negativamente nos resultados, dificultando sua interpretação. Porém, devido ao cut­

off estabelecido pelo sistema de análises do espectrômetro de massas, somente foi 

possível a obtenção de 2 proteínas cujas sequências de dados foram confiáveis: 

vitelogenina e actina (FIGURAS 13 e 14). Sendo que somente a primeira apresentou 

quantidade de peptídeos superior na análise feita a partir da membrana resultante do 

Wb com extrato bruto de mariposa e pool de soros dos participantes do grupo 1, 

comparando-se ao pool de soros dos indivíduos do grupo 3, correspondentes aos 

controles negativos.
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FIGURA 13 - SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DA VITELOGENINA 

FONTE: Espectrômetro de massas (ICC), 2017
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FIGURA 14 - SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DA ACTINA

FONTE: Espectrômetro de massas (ICC), 2017

4.6 IDENTIFICAÇÃO DOS POTENCIAIS ALÉRGENOS

As proteínas reagentes em pelo menos 50% dos imunoensaios e presentes 

na cromatografia de imunoafinidade, consideradas então como potenciais alérgenos,
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foram identificadas de acordo com proteínas de Bm já caracterizadas e depositadas 

nos bancos de dados, cujas massas moleculares foram semelhantes às encontradas 

por Wb.

No NCBI, através da busca por Bombyx mori, pelo taxonomy foram obtidos 

29.332 itens. Deste total, cerca de 3.000 itens continham publicações relacionadas. 

Destes foram selecionados 69 artigos para análise; com base na massa molecular, 

localização, função e ciclo de vida, um total de 18 proteínas foram cogitadas para a 

identificação dos potenciais alérgenos reagentes nos ensaios de Wb e cromatografia 

de imunoafinidade.

Como várias destas proteínas selecionadas apresentam a mesma massa 

molecular, priorizou-se aquelas já descritas como alérgenos major, a fim de aferir uma 

identificação mais próxima possível da proteína em questão. A TABELA 4 mostra os 

possíveis alérgenos identificados nos imunoensaios e classificados como mencionado 

acima. Foram selecionadas as 6 candidatas com as seguintes massas moleculares: 

80, 66, 50, 45, 37 e 30 kDa.

TABELA 4 - PRINCIPAIS PROTEÍNAS SELECIONADAS A PARTIR DO EXTRATO DE 

ASAS DE BOMBYX MORI JÁ DESCRITAS COMO ALÉRGENOS

Massa molecular (kDa) Nome da proteína Referência

80 Não identificada -

66 Transferrina Binder et al., 2001

50 Proteína heat shock Liu et al., 2009

45 Cadeia leve da vitelogenina Yano et al., 2004

37 Tropomiosina Jeong et al., 2017

30 Lipoproteína Zuo et al., 2015

FONTE: O Autor (2018)
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5 DISCUSSÃO

Este foi o primeiro estudo a destacar as principais proteínas alergênicas da 

mariposa Bm em indivíduos com alergia respiratória a partir de extrato alergênico 

preparado com asas desta espécie de inseto.

Mais de 300 proteínas já foram identificadas nos fluidos emanados durante o 

processo de metamorfose da mariposa do bicho-da-seda Bm. Estão envolvidas na 

síntese e degradação da cutícula, que é uma estrutura produzida a partir da secreção 

de proteínas, lipídeos e quitina pela epiderme destes insetos e se modifica durante a 

muda da mariposa (LIU., et al, 2018). Entretanto, poucas dessas foram identificadas 

como alérgenos específicos presentes na espécie Bm. As proteínas já descritas foram 

extraídas a partir da larva e da pupa da Bm (LIU., et al, 2008; JEONG., et al, 2016; 

WANG., et al, 2016), nenhuma relacionada à mariposa adulta, que foi o objetivo deste 

estudo.

Durante a padronização dos imunoensaios, foi feito comparação entre 

anticorpos secundários anti-IgE e anti-IgG. A positividade encontrada mesmo nos 

negativos do anticorpo anti-IgG pode refletir reação tardia após contato com a 

mariposa ou apenas sensibilidade sem repercussão clínica e possivelmente muitas 

ligações inespecíficas. Na reação em que se usou anticorpo anti-IgE, observou-se 

várias bandas no eluído da purificação e no extrato total de mariposa apenas nos 

participantes do grupo 1, o que provavelmente demonstra resposta IgE mediada e que 

podem ter sintomas imediatos após o contato com alérgenos de Bm (YUNGINGER., 

et al, 2000).

Os imunoensaios realizados com soros de indivíduos sensibilizados à Bm 

(grupo 1) e extrato alergênico produzido a partir das asas deste inseto revelaram a 

presença de 6 proteínas potencialmente alergênicas consideradas como principais ou 

major, definidas desta forma por Canonica e cols (2013), como aquelas encontradas 

em mais da metade dos indivíduos testados.

Houve tentativa de identificá-las por meio de espectrometria de massas, no 

entanto, foram identificadas duas proteínas, cujo número de peptídeos foi considerado 

muito baixo. Uma delas apresentou-se em quantidade significativamente superior no 

grupo estudo em relação ao grupo controle negativo: a vitelogenina. Várias outras 

proteínas foram identificadas pelo Wb e provavelmente as mesmas estejam diluídas
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no extrato total de Bm, não tendo sido detectadas pelo espectrômetro de massas nas 

condições testadas.

Vitelina é a proteína mais abundante em ovos de insetos e o seu precursor, a 

vitelogenina é importante durante o ciclo reprodutivo de várias espécies de insetos. 

Como a Bm é uma espécie de mariposa do bicho-da-seda domesticada, tem sido 

utilizada como um modelo de organismo dos lepidópteros e sabe-se que essa proteína 

transportadora de lipídeos é uma das principais, embora não se saiba o seu potencial 

alergênico. Após purificação da vitelogenina, procedimento obrigatório para avaliação 

de suas funções, foram encontradas 3 bandas nas alturas de 46, 180 e 200 kDa. A 

primeira corresponde à cadeia leve e as 2 últimas às cadeias pesadas (YANO., et al, 

1994). No presente estudo, foi encontrada uma banda na altura aproximada de 45 

kDa em mais de 80% dos indivíduos sensíveis à mariposa. Devido à proximidade entre 

45 e 46 kDa, inferiu-se que podem se tratar da mesma proteína. Sendo que não houve 

reatividade a essa proteína no grupo dos participantes sensíveis ao ácaro, podendo 

ser exclusiva da mariposa.

Na tentativa de refinar os resultados obtidos pela espectrometria de massas, 

foi feita uma cromatografia por imunoafinidade, com o objetivo de concentrar as 

proteínas no extrato de Bm. Todas as proteínas encontradas após eletroforese 

também estão presentes no Wb realizado com os soros dos participantes do grupo 1, 

cujos TCA foram positivos para mariposa. Portanto espera-se que ao realizar a análise 

deste material por espectrometria de massas, sejam identificadas as principais 

proteínas envolvidas na sensibilização alérgica destes participantes. Estas amostras 

ainda não foram enviadas, pois se dispendeu muito tempo para padronizar cada etapa 

da cromatografia e dos ensaios de Wb. As alíquotas purificadas estão armazenadas 

a -20°C e serão posteriormente analisadas. Outra limitação desse estudo foi o número 

de participantes incluído, que foi baseado em estudos semelhantes de identificação 

de alérgenos (LIU., et al, 2008; JEONG., et al, 2016), mas foi pequeno em termos 

estatísticos, pois houve dificuldade técnica em realizar maior quantidade de 

imunoensaios.

Como ainda não foram obtidos esses resultados por espectrometria de 

massas, a discussão será baseada nas prováveis proteínas encontradas com base 

nas massas moleculares, comparando-as a outras já descritas em bases de dados 

NCBI e PBD.
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Para afirmar que uma proteína é um verdadeiro alérgeno, deve-se identificá- 

la por espectrometria de massas, desenvolver um recombinante e realizar 

imunoensaios, que devem ser positivos com a mesma (KING et al., 1994). Mas com 

base nos testes realizados no estudo, verificou-se que a proteína localizada na altura 

de 80 kDa esteve presente em todos os indivíduos reatores sensibilizados à Bm, não 

sendo visualizada nos sujeitos sensíveis ao ácaro da poeira, tampouco nos controles 

negativos. Sendo portanto, um provável alérgeno específico da mariposa.

Foi relatado o caso de trabalhadora de uma fazenda, diagnosticada com asma 

e rinite alérgica, onde havia infestação de grilos. Constatou-se reatividade cutânea a 

3 espécies desse inseto, assim como positividade de teste de provocação brônquica 

com extrato feito a partir dos mesmos. Immunoblot revelou a presença das seguintes 

bandas: 107, 80, 58 e 52 kDa (LINARES; HERNANDEZ; BARTOLOME, 2008). Assim 

como a proteína encontrada no presente estudo na altura de 50 kDa pode ser 

correspondente à de 52 kDa nesse caso, pois como já mencionado, há dificuldade em 

se identificar com precisão a altura das bandas. Algumas proteínas são altamente 

conservadas entre os insetos (SUN et al., 2014), portanto a proteína de massa 

molecular de 80 kDa pode ser comum a diversas espécies, como mariposas e grilos, 

o que pode gerar reatividade cruzada entre elas. Essa proteína foi encontrada em 

todos os indivíduos reativos do grupo 1 e em nenhum dos sensíveis ao ácaro da 

poeira, sendo portanto uma proteína importante na sensibilização pela mariposa e 

provavelmente exclusiva deste inseto. Deve ser motivo de estudos futuros no esforço 

de identificá-la.

Bomb m 1 foi o primeiro componente alergênico identificado a partir da larva 

da mariposa do bicho-da-seda Bm (LIU et al., 2009). No presente estudo, a arginina- 

quinase, cuja massa molecular é em torno de 40 kDa, foi encontrada em cerca de 1/3 

dos participantes, não sendo considerada um alérgeno principal. O que pode ser 

explicado por conta das diferenças populacionais testadas, assim como a fonte e 

maneira de preparo dos extratos crus de Bm. No estudo chinês foram selecionados 

indivíduos com alergia ocupacional, enquanto neste, a sensibilização foi 

provavelmente em ambiente doméstico; além disso os extratos foram preparados 

respectivamente a partir da larva e das asas da mariposa adulta.

Por outro lado, neste mesmo estudo de Liu e cols, 2009 a análise por Wb dos 

soros de todos os indivíduos sensibilizados por meio de TCA com extrato 

confeccionado a partir da larva de Bm reagiram positivamente à banda de 50 kDa,
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correspondente a proteína heat shock. Também encontrada na maioria dos 

participantes do presente estudo.

Outro estudo realizado nesse mesmo país identificou 6 proteínas alergênicas 

contidas na pupa da Bm, a partir de pool de soros de indivíduos sensibilizados à Bm. 

Uma delas, a thiol peroxiredoxina (22 kDa), foi capaz de induzir sintomas de asma em 

um modelo murino. Das 5 demais proteínas encontradas, quatro foram caracterizadas: 

heat shock (~ 20 kDa), proteínas da cutícula (~ 18 e 21 kDa) e quimiosensorial (~ 14 

kDa) (WANG., 2016). Nenhuma das quais coincidiu com as proteínas encontradas no 

presente estudo, possivelmente por se tratarem de ensaios a partir de extratos de 

pupa e não da mariposa adulta.

Foram ainda identificados dois alérgenos de Bm a partir de extrato feito com 

a pupa em pool de soro de quatro participantes com histórico de reação alérgica 

alimentar após a sua ingesta, rotina tradicional em países asiáticos. Nesse estudo 

chinês, foram encontradas as proteínas quitinase (~ 60 kDa) e paramiosina (~ 100 kDa), 

que em comparação com ácaro da poeira (componente Der p 11), apresentaram 

similaridade no sequenciamento de aminoácidos de 90% (ZHAO., et al, 2015). No 

presente estudo, foram encontradas proteínas reagentes a essas mesmas alturas de 

bandas em aproximadamente 16% e 32% respectivamente. Embora não tenham sido 

proteínas major, podem ter potencial alergênico para alguns indivíduos predispostos. 

À medida que as proteínas sejam identificadas por espectrometria de massas, será 

possível fazer análise comparativa com outros insetos e aracnídeos, em busca de 

reatividade cruzada.

A espécie de mariposa Plodia interpunctella, considerada uma praga de 

alimentos em países europeus e no Estados Unidos da América, tanto em ambientes 

domésticos quanto em locais de armazenamento de alimentos como grãos e 

castanhas foi estudada. Verificou-se a sua importância como sensibilizante em 51% 

de 102 participantes com história de alergia respiratória por meio de IgE específica no 

soro. E a partir da amostra de um deles, foi possível identificar a proteína arginina- 

quinase, nomeada de Plo i 1, que apresentou reatividade cruzada com ácaros, baratas 

e camarão. Foi descrita também reatividade a um componente correspondente à 

banda de 66 kDa, correspondente à transferrina, proteína envolvida no metabolismo 

de ferro de diversos insetos (BINDER., et al, 2001, YANO., et al, 1994). No presente 

estudo, a grande maioria dos indivíduos sensíveis à Bm (aproximadamente 90%) e a 

totalidade dos sensibilizados a ácaro da poeira apresentaram reatividade por Wb na
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altura de 66 kDa. Sendo portanto, possivelmente um componente de reação cruzada 

entre os mesmos.

Outro componente alergênico descrito a partir da pupa do bicho-da-seda 

(Bombyx mori) em indivíduos com asma ocupacional foi Bom m 9 correspondente à 

altura de 30 kDa, uma lipoproteína (ZUO., et al, 2015) presente na hemolinfa, que é o 

líquido circulatório de vários invertebrados. Encontrado também nesta mesma altura 

de banda na maioria (aproximadamente 70%) dos participantes sensíveis à mariposa 

do presente estudo. Algumas proteínas podem ser conservadas durante o processo 

de metamorfose da Bm, estando presentes desde a fase larvar até a mariposa adulta 

(KANGO-SINGH; SINGH; GOPINATHAN, 2001). Desta forma, podem ser a mesma 

proteína.

Neste mesmo estudo de Zuo e cols (2015), imunoensaio realizado com soro 

de 24 sujeitos alérgicos demonstrou reatividade em 100% dos casos a bandas nas 

alturas de 36, 38 e 68 kDa. O que contrasta com o presente estudo, provavelmente 

pelo fato de terem sido utilizados extratos de pupa de Bm para avaliação de 

reatividade cutânea e posterior imunoensaio nos soros dos participantes chineses, 

enquanto nos do estudo foi usado extrato de asas de Bm.

Baldo e Panzani em 1988, descreveram componente na altura de 37 kDa, 

potencialmente tropomiosina, por imunoensaios em vários insetos e artrópodes, 

incluindo traça, mariposa comum, barata e ácaro da poeira. Encontrada da mesma 

maneira em mais da metade dos sujeitos testados no presente estudo, sendo 

considerada um alérgeno principal.

Na Coréia, foi produzida tropomiosina recombinante de mariposa do bicho- 

da-seda e demonstrou-se que havia frequência de inibição de 53,3% entre indivíduos 

alérgicos à pupa da mariposa. É uma proteína que apresenta forte homologia com 

outras tropomiosinas de invertebrados incluindo moluscos e crustáceos, sendo 

importante causa de alergia alimentar (JEONG., et al, 2017). Nos participantes do 

presente estudo, foram avaliados os componentes alergênicos por meio de 

ImmunoCAP ISAC, sendo encontrado Der p 10, que é uma tropomiosina em 

aproximadamente 20% dos casos, todos estes apresentaram reatividade à altura de 

banda de 37 kDa. Deve-se considerar a possibilidade de reatividade cruzada, em se 

tratando de um panalérgeno.

Em Immunoblot realizado a partir do soro de um paciente que apresentou 

sintomas de alergia respiratória à espécie de lepidóptero Galleria mellonella (durante
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pescaria em que foi usada a sua larva como isca), foram encontradas bandas nas 

alturas de 27, 40 e 45 kDa (ANTICO., et al, 2017). Todas identificadas no presente 

estudo, porém com destaque à de 45 kDa, visualizada em mais de 85% dos 

participantes. Como se sabe que há homologia proteica de mais de 90% entre os 

lepidópteros (mariposas, traças e borboletas), muitas também devem ser as proteínas 

alergênicas comuns entre eles.

Em estudo coreano, foi identificada a glicoproteína 27 kDa a partir da pupa do 

bicho-da-seda Bm, considerada alérgeno alimentar importante, já que é causa de 

anafilaxia após o seu consumo em países asiáticos (JEONG., et al, 2016). No estudo, 

somente 4 de 19 indivíduos por Wb apresentaram reatividade a esta altura de banda, 

provavelmente por se tratarem de diferentes vias de sensibilização e de 

desencadeamento de sintomas alérgicos, respectivamente alimentar e respiratória.

Verificou-se nesse estudo de Jeong e cols (2016), que a glicoproteína 27 kDa 

é termostável, apresentando maior reatividade à IgE após fervura. Enquanto mais de 

90% das demais proteínas estudadas desnaturou após este processo. No presente 

estudo, as amostras de extrato de Bm foram fervidas antes de realizar o Wb, portanto 

provavelmente as proteínas que foram encontradas também são termoestáveis, ou 

resistentes ao calor. Essa é uma característica que confere à proteína maior 

alergenicidade, podendo gerar reações alérgicas mais graves e menor chance de 

tolerância a este alérgeno (CANONICA., et al, 2013).

Até o momento, não foi possível identificar precisamente todas as proteínas 

contidas no extrato total de Bm por espectrometria de massas. Porém, a partir do 

material que foi purificado por meio da cromatografia de imunoafinidade, tem-se a 

perspectiva de que em breve esses resultados estejam disponíveis. Possibilitando a 

continuidade desta pesquisa.
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6 CONCLUSÃO

Por meio da IgEs contidas nos soros dos participantes e extrato preparado a 

partir das asas da mariposa Bm, verificou-se a reatividade de 6 proteínas alergênicas 

principais com massas moleculares de 80, 66, 50, 45, 37 e 30 kDa com base em Wb 

e cromatografia de imunoafinidade.

A maior parte dessas proteínas já foi descrita conforme pesquisa em bancos 

de dados. A única não identificada foi a proteína de 80 kDa, que esteve presente nos 

imunoensaios de todos os participantes reativos do grupo dos sensíveis à mariposa e 

não foi visualizada nos sensíveis ao ácaro da poeira. Portanto é uma proteína 

importante e específica das asas da Bm. Assim como a de 45 kDa, encontrada na 

maioria dos indivíduos sensibilizados à mariposa e da mesma maneira não visualizada 

nos sensíveis ao ácaro, essa sendo identificada por espectrometria de massas como 

vitelogenina.

Demonstrou-se que há proteínas reagentes comuns entre os indivíduos 

desses dois grupos, devendo essas serem motivo de mais estudos principalmente 

relacionados à reatividade cruzada.
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APÊNDICES

APÊNDICE 1 -  TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Versão 2 -  24 de fevereiro de 2014

Título do Estudo: Alergia respiratória à mariposa do bicho-da-seda (Bombyx 
mori): identificação das principais proteínas alergênicas por meio de 
immunobiot.
Pesquisador: Dra. Laura Maria Lacerda Araujo
Responsável: Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná
Rua General Carneiro, n° 181
Curitiba -  PR
CEP 80060-900
Tel.: (41) 3208-6502
Orientador: Dr. Nelson Augusto Rosário Filho

Pode ser que este documento denominado termo de consentimento livre e esclarecido 
contenha palavras que você não entenda. Por favor, peça ao médico ou à equipe do 
estudo para lhe explicar qualquer palavra ou informação que você não entenda 
claramente.

INTRODUÇÃO

Você está sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa médica que prevê 
inclusão de crianças e/ou adolescentes. Antes de consentir a sua participação, 
solicitamos que você leia ou peça a alguém que leia para você as informações 
contidas neste termo de consentimento.

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar o desenvolvimento de alergia à mariposa em 
pessoas com diagnóstico de doenças respiratórias alérgicas.

O aparecimento de doenças alérgicas é resultado de uma complexa interação entre a 
hereditariedade do indivíduo e as condições ambientais, que podem determinar 
sensibilização.

A denominação atopia ou alergia refere-se a uma tendência pessoal e familiar de 
produzir anticorpos em resposta a estímulos como poeira, mofo, leite de vaca, pelos 
de animais e outros. Os alérgicos tem sintomas de bronquite (chiado no peito e tosse), 
rinite (nariz trancado, espirros e coceira no nariz), conjuntivite (olhos vermelhos e 
coceira nos olhos). O conhecimento sobre os fatores desencadeantes dessas 
doenças é importante para a implementação de controle ambiental ao tratamento já 
utilizado, melhorando a qualidade de vida dos pacientes.
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A mariposa é um inseto muito comum em nosso meio e a investigação sobre sua 
relevância clínica como causadora das doenças acima citadas é interessante para 
instituir medidas de controle, que auxiliem no tratamento e nas consequências das 
doenças respiratórias alérgicas.

Se após a leitura deste termo, você decidir que concorda com a sua participação neste 
estudo, será pedido que você assine e date este documento para confirmar que você 
recebeu todas as informações necessárias e pertinentes sobre o estudo e permitiu 
voluntariamente a sua participação. Você receberá uma via assinada e datada pela 
pessoa que lhe explicou este documento.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo é determinar os principais proteínas envolvidas no 
desenvolvimento de alergia respiratória à mariposa. Serão realizados testes cutâneos 
alérgicos e coleta de sangue por punção venosa nestes pacientes.

INFORMAÇÕES GERAIS

Este estudo contará com a participação de crianças e/ou adolescentes e será 
realizado no Serviço de Alergia, Imunologia e Pneumologia Pediátrica da 
Universidade Federal do Paraná, com o intuito de fornecer dados para a tese de 
doutorado da pesquisadora responsável pelo estudo.

PROCEDIMENTOS A SEREM SEGUIDOS DURANTE O ESTUDO

Se você concordar com a sua participação na pesquisa, assinando este Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido, a médica responsável poderá utilizar-se dos 
dados coletados.
Será feito teste cutâneo alérgico, denominado de prick test, que consiste no contato 
de uma gota de alérgenos de mariposa sobre a sua pele, realizando em seguida uma 
discreta picada na pele e aguardando-se 15 minutos para leitura da reação. E 
posteriormente coleta de 5mL de sangue para avaliação laboratorial de alergia à 
mariposa. Para a retirada de sangue será feita uma punção com agulha na veia da 
dobra do antebraço, o que pode causar dor. O sangue será testado em laboratório 
para a presença de anticorpos contra a mariposa.

POSSÍVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

Os riscos associados à pesquisa se restringem aos procedimentos a serem realizados 
no estudo, como à coleta de sangue, podendo haver mancha roxa, inchaço ou dor no 
local da retirada de sangue. O teste na pele causa pequeno desconforto pela puntura 
e no caso de haver reação, coceira no local que desaparece em poucos minutos.
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Você será informado caso algum novo risco ou desconforto seja identificado durante 
o estudo.

POSSÍVEIS BENEFÍCIOS

Não há garantias de benefícios possíveis devido à sua participação neste estudo. 
Entretanto, é garantido que você continue a receber acompanhamento médico 
periódico ambulatorial no Hospital de Clínicas. E a sua participação juntamente com 
outras crianças ou adolescentes contribuirá para reconhecer a presença e importância 
da sensibilização à mariposa nos pacientes com doenças alérgicas. Melhorando a 
forma de tratamento desses pacientes.

COMPENSAÇÃO POR PARTICIPAÇÃO E RESSARCIAMENTO DE DESPESAS

Você não receberá pagamento pela sua participação neste estudo.

A consulta, os procedimentos e exames laboratoriais programados para o estudo 
serão realizados sem nenhum custo para você.

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA E DESISTÊNCIA DO ESTUDO

A participação neste estudo é voluntária. Você pode desistir da sua participação no 
estudo a qualquer momento sem sofrer consequências ruins, ou perda de seus 
direitos. Se ocorrer a desistência da sua participação no estudo, os dados de pesquisa 
obtidos antes da decisão ainda poderão ser utilizados dentro dos limites permitidos, 
mas nenhum dado novo será coletado posteriormente.

O seu médico da pesquisa ou o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) podem 
determinar o término ou a interrupção da pesquisa a qualquer momento com ou sem 
seu consentimento. Neste caso, isto ocorrerá somente após aprovação do Comitê de 
Ética em Pesquisa (CEP).

Para perguntas relacionadas a esta pesquisa ou para relatar um problema de saúde 
relativo à pesquisa, você deve procurar:

Dr3 Laura Maria Lacerda Araujo
Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná
Rua General Carneiro, n° 181
Curitiba -  PR
CEP 80060-900
Tel.: (41) 3208-6502

Se você tiver dúvidas sobre os seus direitos como sujeito da pesquisa, você poderá 
procurar:

Prof. Dr. Renato Tambara Filho 
Coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa 
Tel.: (41) 3360-1041
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ACESSO E USO DOS DADOS OBTIDOS DA PESQUISA E CONFIDENCIALIDADE

Uma lista contendo as suas informações de contato incluindo o nome completo, 
endereço e número de telefone será mantida pelo médico do estudo separadamente 
dos demais dados do estudo. Os dados do estudo serão registrados em uma Ficha 
Clínica, ou seja, um documento confeccionado exclusivamente para coleta dos dados 
obtidos pela sua participação no estudo.

Todas as informações que forem coletadas e os registros da participação do(a) 
seu(sua) filho(a) neste estudo serão mantidos sob sigilo e confidencialidade. Todas 
as legislações, resoluções e códigos de ética brasileiros serão cumpridos no decorrer 
deste estudo.

Seu médico do estudo solicita o seu consentimento, através deste documento, para 
que os seus registros médicos relacionados ao estudo possam ser revisados pela 
equipe de seu medico do estudo, bem como por membros das autoridades 
regulatórias do Brasil, pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (caso seja 
necessário) e pelo Comitê de Ética em Pesquisa responsável. O objetivo é assegurar 
que o estudo esteja sendo conduzido corretamente.

As informações obtidas serão combinadas com os resultados de outras crianças ou 
adolescentes que também participam do estudo. Estas informações serão utilizadas 
de maneira que não seja possível identificá-lo(a). Os registros capazes de identificá- 
los serão mantidos de maneira confidencial por seu médico conforme determinado por 
nossas leis e não serão colocados à disposição pública.

Os resultados do estudo poderão ser publicados ou utilizados também nos relatórios 
do estudo e apresentações científicas; entretanto a sua identidade não será revelada 
em nenhum momento.

Você tem o direito de verificar e fazer uma cópia do seu registro relacionado à 
pesquisa após a finalização da mesma. Você pode solicitar esses registros ao seu 
médico da pesquisa.

USOS POTENCIAIS DOS DADOS DO ESTUDO

Neste estudo, informações sobre a sua saúde pessoal serão coletadas a partir dos 
registros médicos e/ou relatórios de pesquisa. Serão utilizadas nos relatórios do 
estudo para tese de doutorado da pesquisadora responsável ou para apresentações 
e publicações científicas; tais relatórios e publicações nunca o(a) identificarão pelo 
nome.

CONSENTIMENTO DE PARTICIPAÇÃO
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Eu li e entendi o conteúdo deste documento. Tive oportunidade de discutir o estudo 
com meu médico (ou alguém de sua equipe designado para este fim) e me sinto 
suficientemente familiarizado com o estudo para dar o consentimento voluntário da 
participação de meu (minha) filha (a) neste estudo. Eu recebi uma cópia deste 
consentimento e minhas dúvidas foram esclarecidas de maneira satisfatória e em 
linguagem que posso facilmente entender.

Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os exames realizados e 
possíveis desconfortos, assim também como as garantias de confidencialidade e de 
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a participação do meu (minha) 
filho (a) é voluntária, isenta de despesas e que a qualquer momento eu posso retirar 
o consentimento de participação no estudo sem prejuízos com relação ao 
acompanhamento médico a que ele (ela) tem direito.

Nome do sujeito de pesquisa

Assinatura do responsável pelo sujeito de pesquisa

Data

Nome da Pessoa Responsável pela explicação do documento

Assinatura da Pessoa Responsável pela explicação do documento

Data
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APÊNDICE 2 -  PROVÁVEIS PROTEÍNAS NOS PARTICIPANTES REATORES DO 

GRUPO 1

APÊNDICE 2 -  PROVÁVEIS PROTEÍNAS POR W B NOS PARTICIPANTES REATORES DO GRUPO 1 (n=19)

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 17 19 21 22 TOTAL (%)

(kDa) A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

185 X 1 (5,3)

182 X X X 3 (15,8)

150 X X X 3 (15,8)

115 X X X X X 5 (26,3)

100 X X X X X X 6 (31,6)

90 X X 2 (10,5)

80 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 19 (100)

66 X X X X X X X X X X X X X X X X X 17 (89,5)

64 X X 2 (10,5)

60 X X X 3 (15,8)

55 X X X X X X X X 8 (42,1)

50 X X X X X X X X X X X X X X X X 16 (84,2)

45 X X X X X X X X X X X X X X X X 16 (84,2)

40 X X X X X X 6 (31,6)

37 X X X X X X X X X X X 11 (57,9)

35 X X 2(10,5)

30 X X X X X X X X X X X X X 13 (68,4)

27 X X X X 4 (21,0)

FONTE: O Autor (2018)
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APÊNDICE 3 -  PROVÁVEIS PROTEÍNAS NOS PARTICIPANTES REATORES DO 

GRUPO 2

APÊNDICE 3 -  PROVÁVEIS PROTEÍNAS POR WB NO PARTICIPANTES 

REATORES DO GRUPO 2 (n=7)

MM (kDa) 2C 3C 4C 5C 6C 7C 8C TOTAL(%)

150 X 1 (14,3)

100 X 1 (14,3)

66 X X X X X X X 7 (100,0)

64 X X X X 4 (57,1)

55 X 1 (14,3)

50 X X X X X X X 7 (100)

40 X X X X X X X 7 (100)

37 X X X X 4 (57,1)

30 X X X 3 (42,8)

27 X X X 3 (42,8)

FONTE: O Autor (2018)
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ANEXOS

ANEXO 1 -  APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA EM SERES 

HUMANOS -  CHC-UFPR

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Título da Pesquisa: Avaliação da prevalência de reatividade cutânea ao extrato alergênico de mariposa e 
presença de IgE específica através do método ISAC em crianças com alergia 
respiratória.

Pesquisador: Laura Maria Lacerda Araújo 
Área Temática:
Versão: 3
CAAE: 27605914.2.0000.0096
Instituição Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Paranã 
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Paraná

DADOS DO PARECER

Número do Parecer: 627.256 
Data da Relatoria: 14/04/2014

Apresentação do Projeto:

Uma alta taxa de sensibilidade à mariposa toi detectada em pacientes com diagnóstico de asma, rinite e 
conjuntivite alérgicas através da positividade de teste cutâneo alérgico por puntura e da presença de IgE 
especifica no soro. A sensibilização à mariposa é causada principalmente por alérgenos encontrados em 
suas asas, no entanto, partículas em suspensão no ar (escamas, secreções e resquícios de insetos 
desintegrados)têm sido implicadas como causa de alergia. Em 1997, ROSÁRIO, realizou testes cutâneos 
alérgicos em 250 crianças atópicas em acompanhamento no Hospital de Clinicas da Universidade Federal 
do Paraná e detectou que 96 (38,4%) apresentavam testes cutâneos alérgicos positivos a extrato de 
mariposa 1:20 peso/volume (Heterocera sp- Hollister-Stier/Bayer Corporation - Spokane, WA-USA). Essa foi 
a segunda causa, em frequência, de positividade aos testes cutâneos por puntura com alérgenos inaláveis. 
A principal foi Dermatophagoides pteronyssinus 5000AU (Hollister-Stier/Bayer Corporation-Spokane, 
WAUSA), correspondendo a aproximadamente 97,5% (754/772) de reatividade. O alto índice de 
sensibilizaçaoàs mariposas merece melhor avaliaçáo sobre sua relevância clinica e uma identificação mais 
minuciosa de seus alérgenos.
Estudo transversal com 100 crianças e adolescentes diagnosticados com asma e rinite alérgica.

Endereço: Rua Gal. Carneiro, 181
Bairro: Alto da Glória CEP: 80.060-900
UF: PR Município: CURITIBA
Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br

HOSPITAL DE CLÍNICAS DA 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO 

PARANÁ - HCUFPR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Resumo:

PãginaGI de 03

mailto:cep@hc.ufpr.br
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CEP/l K7UFFR 

Continuação do Parecer: 627.256

Hipótese:

Espera-se encontrar alta taxa de sensibilidade à mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mori) em pacientes 

com alergia respiratória.

Objetivo da Pesquisa:
Os objetivos deste projeto sao: ajpreparar o anltgeno de Bombyx mori para a contecção de extraio 

alergênico em concentrações pré-de1erminadas e realizaçao de prova imunológica; b)avaliar a prevalência 

da reatividade cutânea ao extrato alergênico de Bombyx mori através de testes cutâneos alérgicos em 100 

crianças atópicas acompanhadas no Ambulatório de Alergia Pediátrica do Hospital de Clínicas da 

Universidade Federal do Paraná; c)identiticar IgE especítica para os principais alérgenos da Bombyx mori 

através do sistema ISAC (immuno solid-phase allergen chip) a partir do soro das crianças acima descritas.

Avaliação dos Riscos e Benetícios:
Riscos:

Os riscos associados à pesquisa se restringem aos procedimentos a serem realizados no estudo, como à 

coleta de sangue, podendo haver mancha roxa, inchaço ou dor no local da retirada de sangue. O teste na 

pele causa pequeno descontorto pela puntura na pele e no caso de haver reação, coceira no local que 

desaparece em poucos minutos.

Benefícios:

Nâo hâ garantias de benefícios possiveis devido à participação neste estudo. A participação contribuirá para 

reconhecer a presença e importância da sensibilização à mariposa nos pacientes com doenças alérgicas. 

Melhorando a forma de tratamento desses pacientes.

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa de pesquisa se apresenta estruturado e coerente em relação à ética na pesquisa 

envolvendo seres humanos.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
Todos os Termos obrigatórios foram anexados. Pendências atendidas de 1orma adequada. 

Recomendações:
É obrigatório trazer ao CEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi aprovado, 

para assinatura e rubrica. Após, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficará com o pesquisador e uma para 

o participante da pesquisa.

Endereço: Rua Gal. Carneiro, 1S1
Bairro: AltodaGlória CEP: 80.060-900
UF: PR Município: CURÍTIBA
Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br

Página 02 de 03

HOSPITAL DE CLINICAS DA 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO 

PARANÁ - HCUFPR

P to to P o r m a  
% < £ r a s f l

mailto:cep@hc.ufpr.br


68

4 1
CEP/HCftJFPR

Continuação do Parecer: 627.256

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

Foram encaminhados os itens pendentes: Cv dos pesquisadores, cronograma, orçamento dos custos de 

envio de amostras para tora do pais, ciência do laboratório quantos aos exames de rotina; hemograma, 

VHS, IgE e Termo de assentimento.

Projeto considerado aprovado.

Situação do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciação da CONEP:
Nao

Considerações Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, o Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Plumanos do PIC-UFPR, de acordo com as 

atribuições definidas na Resolução CNS 466/2012, manilesta-se pela aprovação do projeto conforme 

proposto para início da Pesquisa. Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatórios semestrais 

sobre o andamento da pesquisa, bem como informações relativas às modificações do protocolo, 

cancelamento, encerramento e destino dos conhecimentos obtidos.

É dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatórios semestrais dos 

pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente à pesquisa. O 

pesquisador deve manter os documentos arquivados sob sua responsabilidade, pelo prazo de cinco anos 

após o termino da pesquisa.

CURITIBA, 27 de Abril de 2014

Assinador por: 
Renato Tambara Filho 

(Coordenador)

Endereço: Rua Gal. Carneiro, 181
Bairro: Alto da Glória CEP: 80.060 900
UF: PR Município: CURiTIBA
Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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ANEXO 2 -  PRODUÇÃO ACADÊMICA

AHjQJJ IVOS Di

a s m a , A l e r g ia
EIM UNOLOGIA

Artigo  ds R s visão

Alergia inalatória a insetos
Inhalant allergy to insects

Laura Maria Lacerda A rau jo1. Nelson A uguato R oaãrio-F ilho1

FIESUMO

Asma e rhoconjuntlvltealérgicas sâo cbengas que apresentam al­
ta prevalência mindlal. Osajeroatergenoa eefio entreoe prnĉ Müa 
Patree de&encadearites deslntinas em IndvíduossenslHItzados, 
H4 centenas de al*genoa Inatantes envoMdüs neste processo; 
porêm, os provenientes de Insetos, embora Itequentes, tem sido 
poum valorizados na pnâtfca clínica. Esta revisão busca demons­
trar, a partir de estudos relevante ,̂ a Importância deste tema. 
DeecfltoreB: Atergenoa, Insetos, aama, rlrite aierglca

ABSTRACT

Allergic asthma and rhlnooonJunctlvltlB are highly prevalent 
dseases worldwide. Aerodlergais are among the major trlggera 
of symptoms te asnstttzed Individuals. There are huncTeds of 
Inhalantalergens Inrffih'sd In this process; however, tlte ones ffom 
Insects, t ic u ^ i frequent, have been undereethnsted In clnlcal 
practloe. Thla review seeks to demcnatrate, based on relevant 
studies, the Importance or this aubject 
Keywords: Allergens, Insecte, asthma, alerglc rhlnlOa.

Introdução
Houve um aumento da incidência das doenças 

alérgicas respiratórias nas últimas décadas, sendo 
consideradas problemas de saúde pública1. A sen­
sibilização a alérgenos inaláveis é um fator de risco 
para o desenvolvimento de asma e rinite alérgica2̂ , 
portanto o conhecimento a respeito dos aeroalérge- 
nos é tondamental para o diagnóstico e tratamento 
destas doenças4'5-.

O papel dos insetos na produção de alérgenos 
inalantes e desencadeamento de sintomas respira­
tórios vem sendo discutido há décadas*. Mariposas, 
borboletas, mosquitos e baratas já foram descritos 
como sensibilizantes em ambientes externos, mas 
principalmente inlradomiciliares'. A quantidade e 
variedade de espécies pode ter distibuiçã.0 sazonal 
de acordo com o clima, ou ciclo reprodutivo de cada 
inseto0. A importância das diferentes espécies de in-

setos como fontes alergènicas conforme a localização 
geográfica não está bem defi nida. Es timo -se que haja 
mais de 10 milhfles de espécies de insetos, embora 
somente cerca de 730.000 tenham ado identifica­
das por entomologistas*. São capazes de explorar 
os ambientes terrestres, aéreos e aquáticos. 0 seu 
sucesso evolutivo se deve, em grande parte, ao fato 
deterem desenvolvido asas. o que os permitiu atingir 
novos habitats. tanto na procura por alimentos, como 
para fugir dos inimigos; além de produzirem um ovo 
revestido por material muito resistente, denominado 
cório1D.

Resíduos que emanam dos insetos, como esca­
mas, pelos, secreçóes e parles desintegradas do 
corpo podem estar comidos na poeira doméstica, 
desencadeando sintomas de asma e rinooonjuntivilB 
alérgica em indivíduos sensibilizados0. Ató o momento

1. Unveraidftde Fedurnl do Pjraiiá, Ffcnf üirú - Cunlto, PR.

Siiarnód:. eme 22/0&2QÍ B, aceito em üQbSfcOl B.
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há pouca informação sobre incidência, natureza, nea- 
tividade clinico e cruzada entre alérgenos de insetos. 
Com o objetivo de valorizara onpresençados insetos 
nos mais diversos ambientes, inclusive domésticos, 
segue uma revisão sobre seus principais alérgenos 
inalantes e sua relação com as doenças alérgicas 
respiratórias.

Classificação dos insetos
Os i nsetos fazem parte dos artrópodes, o maior 

grupo animal existente na superfície tenestre. Ao 
longo do processo evolutivo, adquiriram enorme 
capacidade adaptativa, sobrevivendo em todos os 
habitats terrestres. A característica principal desses 
animais é a presença de um exoesqueleto. O grupo 
é formado por crustáceos, dplopodes e chelicera- 
tos, estes últimos incluem as aranhas; mas são os 
insetos que se destacam com mais de 30% das 
espécies10.

Toda espécie de animal vivo é caracterizada por 
dois nomes latinos: o primeiro referente ao género 
o segundo á espécie. Incluídos em grupos maiores 
de forma crescente por afinidades como segue: 
■família, ordem, classe, filo e reino. A classe dos 
insetos (Hexapoda) contém 29 ordens, separadas 
conforme características físicas similares (quantidade 
de asas e outras), sendo as principais: Hemiptera 
(cigarras, percevejos), Ortiioptera (grilos, gafanhotos), 
Coleoptera (besouros), Lepidoptera (borboletas, ma­
riposas), Hymenoptera (abelhas, vespas, formigas), 
Diptera (moscas, mosquitos), entre outras®.

Alérgenos inalantee de insetos
Diversos componentes do corpo dos insetos po­

dem ser alergênioos. Rara que se tornem aléngenos 
inalantes. suasproteínas devem estarem suspensão 
no ar. Há três princpais maneiras deste processo 
ocorrer. A primeira é por meio do corpo do inseto 
morto, que pelo fato de ser seco e leve. toma-se 
parte da poeira doméstica. A segunda forma se dá 
por destaque de pelos, escamas e exoesqueleto 
deixado por alguns insetos durante a metamorfose. 
Ror fim, produtos de secreção metabólica, como 
as fezes, podem se tornar potenciais alérgenos. A 
dispersão destas partículas ocorre de forma ativa 
pela migração dos insetos para diversos ambientes, 
e de forma passiva, pelo ar.

Estudos utilizando diversos métodos de coleta 
em ambientes acternos e domésticos identificaram

e encontraram altos níveis de alérgenos de baratas, 
moscas e borboletas em amostras de poeira®. Foram 
identificados alérgenos de quinonomídeos (mosquitos 
da ordem Dipitera) na hemoglobina destes insetos. 
Outros alérgenos de insetos (gafanhotos, grilos, 
abelhas, besouros e larvas de mosquitos) foram 
relacionados ao desenvolvimento de asma e rino- 
conjuntivite alérgica em ambientes ocupacionais11. 
Em determi nadas áreas geográficas, ooorrem aler­
gias respiratórias sazonais a determinados insetos, 
como moscas e mosquitos. Recentemente foram 
identificados alérgenos de um pequeno besouro de 
origem asiática, chamado Harmonia axyridis, oomo 
desencadeantes de alergia respiratória sazonai na 
Europa e na América do Norte11.

Seguem os principais insetos envolvidos na sen­
sibilização alérgica a inalantes.

O primeiro relato de alergia respiratória á barata 
foi publicado há mais de 59 anos, e tóm sido o inseto 
mais estudado desde então. Há em tome de 5.090 
espécies de barata descritas, mas duas são respon­
sáveis por induzir a maior parte dos casos de alergia: 
Blateila germanica e Psriplanota americana1“'10.

São fontes importantes de alérgenos intradomi- 
cilianes em áreas urbanas, principalmente em locais 
com baixo nível socioeconômico. Alérgenos de barata 
podem ser encontrados em todos os cômodos da 
casa. mas na cozinha os níveis são mais elevados, 
indicando infestação. No entanto os que estão locali­
zados nos quartos são responsáveis pela sensibiliza­
ção13. Secreções corporais e invólucros de ovos das 
baratas secam, tomando-se componentes da poeira 
doméstica, que podem permanecerno ambiente por 
meses, mesme após a remoção destes insetos.

Já foram descritos mais de 10 grupos de alérgenos 
de barata, e novos estão em processo de identifi­
cação1 A Os mais estudados têm sido Bla g 1, Bla 
g 2. Bla g 4. Blag 5. Bla g 6 (fflaíetía germanica) e 
Per a 1. Per a 9, Per a 7 (Psriplaneta americana). 
Caracterizadas oomo protease aspártica, calcina, 
troponina, tnopomiosina, arilophsrina e glutationa- 
S-transferase; sáo encontradas na saliva, intestino 
corpo, fezes e remanescentes do exoesqueleto das 
baratas. Até o momento, sabe-se que os alérgenos 
mais envolvidos do processo de hipersensibilidade 
são Bla g 1, Bla g 2 e Per a 1&, sendo que os alér­
genos do grupo 1 (Bla g 1 e Per a 1) apresentam 
reatividade cruzada14.

Barata
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Estudo brasileiro em que foram realizados testes 
cutâneos alérgicos em 994 adolescentes demonslrou 
positividade de 15,3% para Pbriplaneta amencana, 
e 13,494. para Blatella germanica. Deste total, 470 
indivíduos tnham diagnóstico de asma e/ou rínite, e 
nestes, as taxas detestes positivos para os mesmos 
alérgenos foram maiores: 2094. e 17,2%, respectiva­
mente10. Em outro estudo, 101 crianças e adolescen­
tes que apresentavam doença alérgica respiratória 
tonam submetidos a teste molecular para detecção de 
componentes aleigènicos (103 no total). Encontrou-se 
positividade de 0.9% para Ela g 1 e Bla g 5. e 16,594. 
para Bla g 7. sendo que os dois primeiros indicam 
sensibilidade genuína ábaiata, e o último indica.com­
ponente de reação cruzada com outros alérgenos de 
ácaro, helminto e camarão17.

Estâ bem estabelecido que exposição a alérge­
nos de barata (Bla g 1 e Bla g 2) na infância precoce 
está fortemente associada não somente a aumento 
da sensibilização, mas também pode contribuir para 
o desenvolvimento de asma nestas crianças. E nos 
pacientes que já têm diagnóstico, pode elevar as ta­
xas de admissão hospitalar e outros parámelros de 
morbidade relacionada ã asma*.

Mosquilo
Há descriçóes sobre asmae rinite desencadeadas 

por espécies de moscas e mosquitos como may fíy 
e cadclis fíy publicadas desde a década de I930le. 
Detritos emanados a partir de mosquitos podem ser 
liberados no are se tomar potentes alérgenos inalan­
tes, causando doenças respiratórias IgE mediadas. 
Há das espécies de mosquitos que são comuns e 
podem estar envolvidas neste processo: Cutex quin- 
quefasciatus, Aedss aegypi e Ancphe/BS s&ptoensi. 
Na índia, foi descrita pela primeira vez a presença 
de alérgenos de mosquitos em pequenas partículas 
no ar, e que estas poderiam ser inaladas o provocar 
sintomas relacionados a asma e rinite alérgica1®.

Neste mesmo estudo, realizado em indivíduos 
sensibilizados ao mosquito Cuiesc quinqueíasdatus 
(por teste cutâneo alérgico com extrato confeccionado 
a partirdo corpo deste inseto e IgEespecffica sérica), 
evidenciou-se por imunoensaios que há homologia 
proteica enfre as teés espécies suprac itadas de mos­
quito Os mesmos £6 indivíduos tonam submetidos a 
teste cutâneo nléigico para as espécies Aerfes aogypti 
e Ancphslss stephsnsi, e 73% apresentaram positi­
vidade aos três, demonstrando que há neatividade 
cruzada ente eles1®. Foram identificados alérgenos

a partr da saliva o corpo destas mês espécies de 
mosquitos: Aerfes asgypti (Aed a 1 -11), Anopbeles 
gambá (Ano g 7), e Culsxquinqueíasciatus (Cul q4 - 
3), porém, as proteínas estudadas são relacionadas a 
nsaçóes na pele após a picada destes insetosA w.

Aproximadamente 30% de alérgicos ao ácaro 
da poeira doméstica na Holanda apresentaram 
anticorpos IgE contra traça, barata atou mosquito 
(famíliaChironomidae). Nos pacientes alérgicos cuja 
IgE específica foi negativa para Dermatophagoittes 
pfencrzyissíraís, menos de 5% reagiram aos três 
insetos, demonstrando que há neatividade cruzada 
entre eles” .

Estudo realizado com asmáticos na. cidade de Sáo 
Páulo mostrou positvidade ao teste cutâneo alérgico 
(TCA) com sctrato de mosquitos em 3B.594A1. e no 
Japão, encontrou-se frequência de 19,4% de posit­
vidade a mosquito por IgE específica no soro de indi­
víduos portadores de rinite alérgica00. Sugere-se que 
alérgenos de mosquito sejam mais valorizados, não 
somente como desoncadeantes de reaçóes cutâneas, 
mas também de sintomas respiratórios.

Mariposa
A espécie de mariposa mais estudada é a do 

bicho-da-seda Bombyx mori, cuja importância foi 
inicialmente comprovada em trabalhadores da indús­
tria da seda, que apresentavam alergia ocupacionai. 
Durante a criação do bicho-da-seda, os trabalhadores 
estão expostos diretamente aos seus antfgenos ina­
láveis. presentes desde a seleção até a eclosão dos 
casulos, quando há contato com poeira das asas das 
mariposas?0. Estes alérgenos podem desencadear 
sintomas de asma e rinoconjuntrvite24-26.

Em estudochinês, verifioou-seque 66 de 90 serici- 
cultones apresentavam sintomas de alergia respirató­
ria, e 14 finham diagnóstico de asma ocupacionai. Os 
alérgenos relacionados foram provenientes decasulos 
e urina do bicho-da-seda, e excreções e escamas das 
asas das mariposas7. A mariposa do bicho-da-seda 
tem neatividade cruzada com oufras espécies de ma- 
rposas e borboletas, efoi comprovado que pacientes 
com doenças alérgicas respiratórias podem também 
desenvolver sintomas a partir da exposição ambiental 
aos seus alérgenos, não somente após contato com 
antígenos no local de trabalho00̂ ®.

Com o objetivo de verificar as mnaenfiraçées de 
antígenos de mariposa na cidade de Minnesota. 
Wínn e cols. analisaram amostras de poeira em am­
biente externo (não domiciliar) durante um período
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de 3 anos. Verificou-se per meio radiei munoensaio 
níveis comparáveis aos de alérgenos de pólens, e 
encontrou-se índices mais altos em determinados 
meses do ane. Os autores concluem que a mariposa 
representa importante alérgeno sazonal nos Estados 
Unidos da América.

Neste mesmo estudo, foram realizados lestes 
cutâneos com extratos de mariposa em 257 pacientes 
sensbilizados aaeroalérgenos comuns, e houve 45% 
de reatividade nesta população30. Na China, 40% de 
175 pacientes com alergia respiratória eram sensibi­
lizados á mariposa do bicho-da-seda. Praticamente 
metade destes, também era sensível a pelo menos 1 
de 9 outros alérgenos inalantes testados por meio de 
IgE especifica sérica31. Estudo brasileiro realizado em 
crianças e adolescentes com diagnóstico de asma e/ 
ou rinite alérgica indicou por meio detestes cutâneos 
alérgicos e IgE específica sérica que Bon\byxmori\o\ 
o segundo alérgeno sensibilizo nte mais frequente, 
após ácaros da poeira32.

São descritos dois alérgenos principais da ma­
riposa do bicho-da-seda: Bomb m 1. relacionado 
principalmente á alergia alimentar, em locais onde 
se consome a pupa da mariposa14; e Bomb m 7, 
tnopomiosina considerada panalérgeno. capaz de 
apresentar ampla nealividade cruzada com compo­
nentes de outros insetos; comoDerp 10 [proveniente 
do ácano D9fmaiDphagoid9s pbfvnyssinus). e Etia g 7 
(proveniente da barata BlafígUa gomanicaJP®'34.

Insetos como panalérgenos

Desde o século passado, vários estudos vêm 
demonstrando reatividade cruzada entre antígenos 
de insetos. Em 19S9, enconlrou-se por método de 
inibição de hemaglutinaçâo, um antígeno em oomum 
entre a espécie de mosca Ptiormia regfrwe baratas34. 
Anos após, usando a mesma técnica, foi demonstrado 
que havia anfigeno comum enfie espécies de borbo­
leta, mariposa, gafanhotoe mosquitó*. Outro estudo 
francês verificou que 30% de pacientes com alergia 
respiratórias determinado inseto doméstico apresen- 
tavamtestes cutâneos e IgE específica sérica (RAST) 
a outros insetos e artrópodes, enfie eles: baratas, 
besouros, moscas, mosquitos, mariposas, traças e 
gafanhotos. Os autores comentam que um indivíduo 
pode se etxpor a um enorme repertório de insetos nos 
mais diversos lugares, e é difícil determinar se ele 
tem múltiplas sensibilizações por conta de múltiplas 
exposçües a insetos, ou se há significativa reatividade 
cruzada a r te  eles.Háainda apossbilidadede ambos

os mecanismos poderem estar presentes no mesmo 
indivíduo mas sugene-se que deva haver um antígeno 
sensibilizante primário, e posterior reação cruzada 
entre alérgenos de diferentes espécies31.

A partir da introdução de técnicas de biologia 
molecular, foi possível definir melhor os epítopos 
alergênicos e idenfificarse há sensibilidade genuína 
a determinado alérgeno, ou presença de reatividade 
cruzada39-30. A ttopomioana é um dos principais 
panalérgenos. presente em insetos e artrópodes, 
mastambém em outros invertebrados, como ácaros, 
moluscos, crustáceos e nematódeos. Já foi verificada 
reatividade cmzada enfie estes14'33*'34'3®.

Conclusão
Sensibilização a alérgenos de insetos tem sido 

descrita mundialmente, porém subestima-se a sua 
importância oomo causa de doenças alérgicas res­
piratórias. Dada a alta prevalência de asma e rinite 
alérgica e o seu impacto na saúde da população 
mundial, deve-se incentivar realização de novos 
estudos sobre os seus desencadeantes.

O perfil de sensibilidade alergênica apresenta 
variaçóes individuais e ambientais, no entanto deve­
se considerar que os insetos estão presentes nas 
mais variadas localizações, em número expressivo e 
foi comprovada a sua relação com desenvolvimento 
de sintomas alérgicos respiratórios. Portanto, torna­
se fundamental aprofundar o conhecimento sobre 
os seus alérgenos para melhorar o diagnóstico, o 
tratamento e a prevenção de alergia a inalantes.
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Abstract
Objective; this study aimed to prepare a silkworm r u th  (bocnbyx morl) antigenic a ttra c t and 
to  perform skm p d tk  tests w ith  this extract In patients w ith  allergic respiratory diseases: to 
evaluate serum specific Im riunog loh iln  E (IgEh to Bombyx morl using ImmunoCAFa- system and 
to  report the frequency o f posftlvlty between d ie  bvo methods and w ith  ctlnlcat data. 
Methods: this was a cross-sectlonat study w ith  99 children and adolescents diagnosed w ith 
asthma and/or allergic rhinitis, who had skin reactM ty to  a t least one of the stx aenoallergens 
tested. Clinical data were evaluated: shin prick tests w ith  bombyx mod 1n-house extract, and 
to ta l and specific gE analysis using ImmunoCA P® were performed.
Results: the frequency of Bombyx mod specific IgE was found to be iZ .S t and 60% using the 
skin prick test and ImmunoCAF«, respectively. An association belween a positive skin test fo r 
Bombyx mod and the presence o f atlergk rhinitis, atopic dermatitis, and urttcadawas observed, 
but the same was not true for asthma or allergic conjunctivitis. There was no relation w ith  the 
sw erlty  o f asthma or rhinitis symptoms.
Conciusfans: a Mcti frequency o f sensitization to  bombyx mod was observed In a selected pop­
ulation of patients w ith  respiratory allergic diseases In the city o f Cudtlba, state o f Fa ana 
Brazil. The extract prepared from the wings of this moth species Is effective In demonstrating 
this sensitivity.
C ID13 Socledade BrasHelra de Pedlatda. Furnished ty  Elsevier Edltora Ltda.
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PALAVRAS-CHAVE
Sensibilização;
Mariposa;
Asma:
Rinite

A le rg ia  respiratória à mariposa: importância da sensibilização à Bombyx mori em 
crianças com asma e rin ite

Resumo
Qb-JeMo: Preparar extraio antlgêmco da mariposa do bldio-da-seda (Bomfiyx mori) e reaLtzar 
testes cutâneos com esse extraio em pacientes com doenças respiratórias alérgicas, avaliar IgE 
sérlca especifica para Stvnbyx n x r f  usando o sistema immunüCÀF* e relatar a frequência de 
posltlvldade entre os dots métodos e com dados cLinlcos.
Métodos: Estudo transversal com 99 crianças e adolescentes com diagnóstico de asma e/ ou 
rln lte  alérgica, que apresentaram reaçào cutânea a pelo menos um dos seis aeroalèrgenos 
testados. Qs dados cLinlcos foram avaliados; testes cutâneos com extrato de fiamÈyx mcrr e 
análise de IgE to ta l e especifica por ImmunoCAFâ' foram realizados.
ffesurtodas: A frequência de IgE especifica para flamíyx mori foi de 53,51 e 604-, respectiva­
mente, pelo teste cutâneo e ImmunoCAFd'. Foi observada uma assoclaçSo entre o teste cutâneo 
positivo para Sombyx mcrí e a presença de rlnlte alérgica, dermatite atòplca e urtlcàrla. mas 
o mesmo nâo ocorreu para a asma ou eon jun tlv lte  alérgica. Nào houve relação com a gravidade 
dos sintomas de asma ou rlnlte.
Concíusões: Alta frequência de sensibilização ã Búmóyx mori foi encontrada em uma população 
selecionada de pacientes com doenças alérgicas respiratórias na cidade de Curitiba, estado do 
Faranà, Brasil. 0  ectrato preparado a parti r das asas dessa espécie de mariposa è eficaz em 
demonstrar essa sensibilidade.
C 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevler Editora Ltda.Este t um  irtiED Qpen Access sob i Liceaçi ± C C  BY-HC-NTJ

Introduction

Sensitization to inhalant allergens is a risk factor for the 
development of alLergic diseases such as asthma and rh in i­
tis. Knowledge about sensitizing allergens and their degree 
of exposure in different environments is essential fo r the 
diagnosis and treatment of allergic respiratory diseases. 
Dermatophagoides pteronyssinus and Blomia tropicalis mites 
are the main sensitizers fo r patients diagnosed w ith  asthma 
and allergic rh in itis.13

The participation of insects in allergic respiratory reac­
tions has been discussed for decades./ The most extensively 
studied insect has been the cockroach, whose domestic 
infestation is a came of asthma and is considered to be a 
public health issue.4 There have been descriptions of asthma 
and rhinitis triggered by species of flies and mosquitoes such 
as the mayfly and the caddis 6 A study conducted with 
asthmatic patients in the city of SãoPauLo, Brazil, evidenced 
positive skin prick test (SîPT'l w ith mosquito ex tract in 12.58» 
of cases, and positive 5PT with moth ex tract i n 658! of cases.7

There have teen several reports o f individuals who, 
during the process of silk production, developed respira­
tory allergic diseases. While caring for silkworm cocoons, 
workers are exposed directly to their inhalant antigens, 
present from the selection to  the hatching of cocoons, when 
there is contact w ith dust from the moths' wings.fc: These 
allergens can trigger asthma,J rhinitis, and conjunctivitis 
symptoms.10

The silkworm moth has cross-reactivily with other 
species o f moths and butterflies; i t  has been shown that 
patients w ith respiratory allergic diseases can develop symp­
toms from environmental exposure to their allergens.11'11 
Concentrations of moth antigens verified by radioimmunoas­
say in sampLes of dust in the external environment (not

home 1 for a period of three years were high and at levels 
comparable to those of pollen.

Skin tests w ith  moth extract in allergic patients had 
45S reactivity in this population/4 In 1997, allergy skin 
tests in atopic children in the city of Curitiba, state of 
Paraná, Brazil, detected IB.4%of positnrity to  moth extract 
(1:20 Heterocera weight/volume), the second most frequent 
after the Dermatophagoides pteronyssinus mite (97.5K). I t  
was suggested that the high rate of sensitization to moth 
required a better evaluation of its clinical relevance.44

The aim of this study was to determine the sensitivity to 
Bombyx mori by 5PT using silkworm moth wing antigens and 
specific serum immunoglobulin E (IgEi in children diagnosed 
with asthma and/or alLergic rhinitis.

Methods

This was a cross-sectional study with non-probabi Listic samp­
ling o f children and adolescents of both genders w ith a 
diagnosis of asthma and/or alLergic rhinitis treated at the 
outpatient alfiergy cLinic o f A lter®  and Pediatric; Immunol- 
o®  Service, Hospital de Clinicas, Universidade Federal do 
Paraná, w ith positive SPT for at Least one of the fo l­
lowing antigens: Dermatophagoides pteronyssi nus, BLomia 
tropicalis, Blattella gernanica, Lolium multiflorum, dog 
epithelium, or cat epithelium.

The diagnosis and classification o f respi ratory allergic dis­
eases 1 asthma and rhinitis i followed the recommendations 
of the Global Initiative for Asthma (GIIIA)15 and Allergic 
Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA)rIB respectively.

The allergen extract o f Bombyx mori was prepared from 
the wings of this species using the following method: the 
material from the insect was macerated w ith  a pestle in a 
ceramic mortar and the content was degreased with ethyl
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ether. For antigen attraction, the apprcHimate amount of 
2g of insect particles was placed in 20mL of cold sterile 
buffer soLution (PBS), mixed for six minutes, and allowed 
to stand for 48 hours at f l JC, The mixture was then cen­
trifuged fo r 15 minutes a t 12,000rpm, and the supernatant 
was filtered using sterile poLyethersu Ifone filters 1 Mi I Li pore 
Express® PLUS Membrane Filters, USA.) containing pores of
0.2 micrometers in diameters.

After bacteriological sterility tests,, the filtra te was 
diluted in 50K glycerin, 1:20 (weight/volume I. This final 
concentration was chosen to allow for comparison with 
the results of a similar study conducted in 19137, in which 
allergy skin tests were performed w ith  allergen ex tract stan­
dardized at 1:20 from Heterocera sp. moth (Hollister-Stier 
Laboratories®P USA) in children diagnosed w ith asthma and 
allergic rh in itis.M This concentration of 1:20 is commonly 
used by manufacturers of glycerinated allergenic extracts 
for 5PT. The allergen extract was stored in bottles w ith a 
dropper and kept refrigerated at 4 “CJ ?

All subjects underwent the SPT w ith  the ex tract prepared 
from Bombyx mori accordi ng to the following technique: the 
volar surface of the right forearm was cleaned w ith 70(6 ethyl 
alcohol: then, a drop of the extract was applied on the skin 
and the location marked w ith skin marker pen. The positive 
control was performed w ith  histamine at a concen tration of 
10mg/mL (IPI/ASAC, Brazil! and the negative control with 
50* saline/glycerol (IPI/ASAC, Brazil) w ith  a 3-cm distance 
between them. The puncture technique was used w ith a 27­
mm sterile needle applied superficially on the skin surface 
at an angle of 20'. A fter 15 minutes, the reading of the reac­
tion was performed w ith  the aid of a millimeter-scale ruler. 
The test was considered positive when the mean of the two 
perpendicular diameters of the papule was > 3 mm.18

Serum samples were separated into aliquots in Eppendorf 
tubes a t -S0!,C until measurement o f total IgE and spe­
cific IgE to allergens from Bombyx mori, Dermatophagoides 
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, 
Blattella germanicar dog epithelium, and cat epitheLium 
through the ImmunoCAPs- method. Each allergen was cova­
lently coupled to  a solid phase and reacted w ith specific IgE 
antibodies contained in the serum sample of patients.

In the case o f Bombyx mori, the antigen coupled to 
the solid phase is derived from the wings o f this kind of 
moth, and the allergen components are not available foe 
this insect. Then, nonspecific antibodies were removed by 
washing and anti-lgE antibodies were added, bound to the 
p-galactosidase enzyme. After incubation, the antibodies 
fan t i- IgE-enzyme) that were not bound were removed by 
a new washing process. The enzyme substrate contained 
in the development soLution was added to the reaction 
medium. The reaction was then discontinued by adding the 
stop solution, and the fluorescence was measured, which is 
proportional to the amount o f specific IgE in the sample. The 
concentration of total IgE was a  pressed in kU/L and for the 
specific IgE, kLPA/LJ* Values > 0.7 IkUA/L were considered 
positive.

The research project was approved by the Ethics Commit­
tee on Human Research of the HC-UFPR; parents or guardians 
signed the informed consent and participants older than 12 
years old signed the term of agreement.

For statistical analysis, the software program Statistica 
{StatSoft®, U5A.I was used. Measures of central te ndency and

Araujo LM et al.

Table 11 Frequency of posltM ty to  specific IgEs through 
ImmunocapiS {> 0.7kUA/iL) and serum Uwels of specific and 
to ta l IgEs.

IgE (kUA/L) n (*) Median (min-max)

Blomia tropicalis 53 {£8.9) 17.7 (0 -*100.0)
DermatophagokJes 56 {£6.7) B2.4 (0 -  *100.0)

pteronyssinus
Dermatophagokles £5 155.0.) 46.2 (0 -*100.0)

farlnae
Bombyx mori 60 |60.fc) 1,1 (0 -*100 .0 )
Blattella germanlta 47 (47.5) 0.6 (0 -52 .4 )
Dog epithelium 22(22.2) 0.2 (0 -31 ,5 )
Cat epithelium 16(16.2) 0.0 (0 -71 ,3 )
Total IgE (kU/L) ££3.0 (73.9- > 5,000.0)

dispersion were expressed as median, minimum and maxi­
mum values. The non parametric Mann-Whitn^r’s test was 
used to esti mate the difference of variables with asymmetric 
distribution. The estimated difference between categorical 
variables was perf ormed by Fisher's exact test and the chi- 
squared test. The univariate Logistic regression model was 
used to estimate the probability of SPT positivity according 
to the levels of specific IgE to Bombyx mori „ A mi nimum Level 
of significance of 5K and a minimum test power o f 85* were 
considered for a ll tests.

Results

The mean age of patients was 10.4 + 2.2 years w ith  a range 
of 6-15years (95* Cl: 9.9-10.8) and 61 (61.6*] were males. 
Eighty-seven patients had asthma (87.9K) and 95 had (95.9*) 
allergic rhinitis; 12 (12.1%) had only rhinitis, and four f 4.0*) 
had only asthma.

Among patients w ith  asthma, 31 (35.6*ji were classi­
fied as having the interm ittent or persistent mild form, 46 
(52.9*1 had persistent moderate, and ten (11.556'! had per­
sistent severe asthma. Among patients w ith allergic rhinitis, 
24(25.3*) had the miLdform (interm ittent or persistent mild 
rhinitis) and 71 (74.7*) had persistent moderate/severe.

Eye symptoms ieye pruri tus, tearing, conjunctival hyper­
emia, or congestion) were reported by 66.7* o f patients. 
Among other allergic diseases, atopic dermatitis was diag­
nosed in nine (9,13t) patients and urticaria in six (6.1*).

A positive reaction a t 5PT to the Bombyx mori extract 
was observed in  52 patients (52.5*)r the second in fre ­
q u e n c y  after dust mites; Dermatophagoides pteronyssinus, 
82 (82.8*), and Blomia tropicalis, 69 (69.7*). The other 
observed reactions were to  cockroac h \ Blattel la german- 
ica), dog epithelium, rye grass (Lolium rnuLtiflorum) pollen, 
and cat epithelium w ith  17.2*. 16.2*, 15.1*, and 12.1* of 
positive SPTs, respectively.

Table 1 shews the frequency of positive ImmunoCAP® 
tests using a cutoff of 0.7 kUA/ L; the Levels of specific IgE 
and total IgE were expressed as medians (minimum and max­
imum values).

Univariate Logistic regression analysis showed a good pos­
itive association between SPT and levels of specific IgE to 
Bombyx mori (p-Q.006).
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Table I AssrclaLlMi between S T  pos1L1v1ty Tor Bembyx mon and other skin tests ( h -99).

Allergens SFT BOMBYX *  
ra- 52 (&)

SFT BOMBYX -  
n -  47 (jfe)

P

Dermatophagoldes pteronysslnus 43 (S2.7} 39 (S3.0) 1.00
Blomta tropicalis 36 (69.2) 33 (7 0.2) 1.00
BlattelLa germanica OB (15.4) 09(19.1) 0.79
LoUum multlflom m 09(17.3) 06 ( 12.B| D.58
Dog epithelium 11(21.1) 05 (10.6) 0.18
Cat epithelium OB (15.4) 04 (S.5) 0.36

FisHer's*act test.

Table 3 Serum levels of to ta l and specific IgE according to  SFT positivity fo r Bombyx rnorl (n - 99).

IgE (kUA/L) 5 FT* SFT - P
(n -52 ) (n -47 )

Dermatophagoldes pteronysslnus Bfl.S (0 .0-146.0) 62.6 (0 .0-144.0) 0.75
Dermatophagoldes fadnae 50.3 (0 .0-127.0) 36.2 (0 .0-126.0) 0.77
Blomla tropicalis 24.2 (D .0 -113.0) 11.9 (0 .0-111.0) 0.D7
BlattelLa germanica 1.0 (0.0 -  52.4) 0.3 (0 .0 -37 .3) 0.DQ2
Dog epithelium 0.2 (0 .0 -6 .3 ) 0.2 (0 .0 -31 .5) 0.13
Cat epithelium 0.0 (0 .0 -71 .3 ) 0.0 (0 .0 -32 .5) 0.14
Bomfcyx mod 3.1 (0.0 -  100.0) 0 .4 (0 .0 -63 .0 ) c 0.001
Total IgE (kU/L) 1107.0(73.9-5,000.0) 772.0(93.0-5,000.0) 0.13

Mam-wr- trev's test

Table A Frequency of pos1L1v1tj for specific IgEs (>0.7 IdUAfL) according to 5FT posltkrity for BarnEyx tnorl (n -99).

Allergens SFT + 
n -5 2  (%)

SFT -  
m-47 (&)

P

Dermatophagoldes pteronysslnus 45 (52.3) 41 (47.7} 1.00
Dermatophagoldes fadnae 45 (52.9) 40 (47.1) 1.00
Blomla tropicalis 46 (54.5) 40 (45.4) 0.34
BlattelLa germanica 30 (63.S) 17 (36.2) 0.04
Dog ep1 theL1 urn 16 (72.7) 06(27.3) 0.05
Cat epithelium 11 (6S.7) 05(31.2) o.ia
Bomfcyx mod 39 (65.0) 21 (35.0) 0.003

FiJiefs a  act test.

There was an association between SFT pcsitivily far Borr- 
byx mari and the presence of allergic rhinitis (p-Q.04), 
atDpic dermatitis (p-Q.03)r and urticaria lp-0 .02}. How­
ever, there was no association w ith  the presence of asthma 
(p-O.Jfi) and eye ^mpbams (p - 0.14}. Likewise, there was 
no difference in the s«eri1y of asthma (p-0.731 or allergic 
rhinitis symptoms (p - 0 .17).

Regarding the frequency of positivify for Bombyx mori in 
relation to other 5PTs, there was no significan t association 
(Table 2).

The analysis of serum larels o f total and specific IgE anti - 
bodies in relation to the SFT for Bomby* mori tended to  
be higher in patients sensitized to the moth. However, only 
the serum levels o f specific IgE to cockroach and to the 
moth were significantly e lw  abed in these patientswho we re 
positive a t the EFT for Bcmbyx mori (Table 3).

There was a significantly higher frequency of positivity 
of specific IgEs to dog epithelium, Blattella germanica, and 
Bombyx mori (Table A ).

Discussion

The prevalence of respiratory allergic diseases has increased 
worldwide in the last decades.“ ■1| In BraziL, the same 
Pend of increase in asthma and rhinitis symptoms has been 
observed." Kncucledge about sensitizing aeroallergens is 
essential far diagnosis, treatment, and prwentian.^

Dust mites are the main allergenic sources in patients 
w ith asthma and allergic rh in itis.:J,i* The importance of 
insect inhalant antigens has been discussed for decades.: • In 
this study the moth was the second most frequent aeroal- 
lergen regarding posi tiv ity  verified by SPT and specific IgE 
serum levels, suggesting that this insect should be consid­
ered a sensitizing agent for patients w ith asthma and allergic 
rhinitis.

The study participants were not s ilt  industry workers, and 
therefore had no occupational exposure bo Bomby* mori. 
Kino and Qshima evaluated asthmatic patients at random 
and found sensitivity to moth and butterfly by EFT and
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radioaLLergosorbent test (HAST) in the sera of over one third 
o f cases. The authors concluded that the insects are easily 
attracted to the artificia l light of households and may cause 
sensitization and respiratory allergy symptoms.[11]

A group of asthmatics w ith no history of occupational 
exposure (n - 50) showed a frequency of positivity at the SPT 
for Bombyx mori of higher than that observed in the
present patients (52.5K); both studies used antigenic extract 
prepared from the wings o f moths. This difference may have 
occurred because the population was studied in Japan, in 
smaller numbers, consisted of adults, and had different life 
habits and exposure to different cLimate and environment.

This study shewed an association between SPT positivi ty 
for Bombyx mori and the corresponding specific serum IgE 
by ImmunoCAPiB, which demonstrates the effectiveness of 
the extract made to test sensitization to moth. Moreover, in 
patients w ith positive SPT, levels o f specific IgE to Bombyx 
mori were higher.

When evaluating the frequency o f positivity to specific IgE 
for moth according to the severity of allergic rhinitis, i t  was 
observed that patients w ith more severe disease had more 
positive serum specific IgEs for moth by the RA5T method,“  
differently from that found for the population o f the present 
study, in which there was more positivity a t the SPT for Bom­
byx mori in patients w ith  rhinitis; however, there was no 
correlation w ith symptom severity. This difference may be 
explained by the different methods used to detect specific 
IgE and by the higher number of participants in the study 
conducted in Japan.

Although the assessed population of patients w ith atopic 
dermatitis and urticaria was small, more dermatological 
allergic diseases were diagnosed in those reactive to moth. 
This could be explored in the future, as there have been 
few reports of allergic and irritant reactions in the skin after 
contact w ith  moths. " 11

It is knewn that there is cross-reactivity between insect 
allergens. It was demonstrated by RAST-inhibition assay that 
there is cross-reactivity between similar species, such as 
butterfly and m oth,'J but also between different species, 
such as moth and mosquito.-6

The molecular allergy techniques allcwed for the iden­
tification o f the major allergen of Bombyx mori larvae 
iBom m 1)r which is constituted by arginine kinase pro­
tein and displays cross-reactivity w ith  arginine kinase 
from the c o c k ro a c h .In the stud^, i t  was observed that 
patients reactive to  Bombyx mori at the SPT showed 
a higher frequency o f positivity and higher levels of 
serum specific IgEs for Blattella germanica, which could 
be explained by the cross-reactivity between them. How­
ever, the same did not occur when comparing the positive 
skin reactions between moth and cockroach, but the 
immunochemical analysis of these allergens was not per­
formed.

Moreover, inhibition tests w ith extracts from moth and 
mites showed differences between their antibodies, demon­
strating that there is no cross-reactivity between them.12 In 
the study, there was no association between the frequency 
of skin reactivity at the 5PT to mite and moth antigens 
1 Dermatophagoides pteronyssinus and Blomia tropicalis). 
Similarly, there was no association between positivily at 
the SPT for Bombyx mori and the presence of specific 
serum IgE to  mites (Dermatophagoides pteronyssinus,
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Dermatophagoides farinae, and Blomia tropicalis), probably 
because there is no cross-reactivity between them.

One study from China identified another allergen com­
ponent of Bombyx mori {Bom m 7), also obtained from the 
larvae of this i nsect, but consisti ng o f tropomyosi n protein „JLI 
I t  is considered a pan-allergen, able to show broad cross­
reactivity w ith  components of other insec ts such as Der p 10 
{'from the DermatDphagoides pteronyssinus mite) and Bla g7 
(from the Blattella germanica cockroach).Sl'L Therefore, to 
verify true allergic sensitization or cross-reactivity, future 
studies should be performed, based on moLecular a liens 
diagnosis, but using allergenic components of the Bombyx 
mori moth and not of its larvae as a cause of respiratory 
allergic symptoms-^3,5*

This study was the first on sensitization to the silkworm 
moth performed in Brazil, and showed the importance of 
Bombyx mori as a sensitizing allergen in children and adoles­
cents diagnosed with allergic respiratory diseases (asthma 
and/or rhinitis). A high frequency of sensitization to  Bom­
byx mori was found in patients evaluated by 5PT with an 
extract prepared from the wings o f moths; these results 
were confirmed by ImmunoCA P®, a well-established method 
for detection of specific serum IgE.

The’ identification of this aeroallergen (moth), together 
w ith  the other groups that compose the profile of allergic 
sensitization in this population, shouLd make their treatment 
more efficient, as i t  w ill allow for adjustments in environ­
mental control procedures, as w e ll as provide new specific 
immunotherapy options in the future.
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