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RESUMO

Introducgéo: a mariposa do bicho-da-seda € uma fonte significativa de aeroalérgenos.
Foi demonstrada alta prevaléncia de sensibilizacdo a extrato de Bombyx mori em
grupo de individuos com doencas alérgicas respiratorias, sendo 0 segundo em
frequéncia de positividade apds os acaros da poeira. Seus alérgenos inalantes podem
desencadear sintomas de asma e rinite alérgica em sujeitos predispostos, apds
exposicao domiciliar ou ocupacional. Nao ha estudos sobre alérgenos desta espécie
de mariposa envolvidos em reagdes alérgicas respiratorias. O objetivo deste estudo
foi determinar as principais proteinas alergénicas das asas da mariposa Bombyx mori
responsaveis pela sensibilizacdo alérgica de individuos diagnosticados com rinite
alérgica e/ou asma. Método: foi realizado um estudo experimental em que foram
incluidos 36 participantes, submetidos a teste cutaneo 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 trés grupos: o grupo 1 formado por
individuos cujo teste cutaneo alérgico foi positivo para extrato de mariposa (n=21),
grupo 2 consistiu de sujeitos cujo teste alérgico foi positivo para acaro da poeira (n=8)
e grupo 3 composto por no alérgicos e cujo teste cutaneo 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
proteinas a partir do extrato bruto de Bombyx mori, que também foi analisado por
Immunoblot, usando poo/ 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 a banda de 80 kDa, cinco outras bandas (66, 50,
45, 37 e 30 kDa) foram identificadas em mais de 50% dos individuos testados,
consideradas proteinas major. Dos 8 participantes do grupo 2, sete mostraram
reatividade ao extrato de mariposa por Western blot. Estes mesmos reagiram a banda
de 66 kDa e duas outras (50 e 40 kDa) foram identificadas em mais de 50% dos
sujeitos testados. Amostras de soro dos individuos saudaveis n&o 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 individuos positivos para mariposa por immunoblot. Baseado em
bancos de dados de pesquisa sobre as massas moleculares ja descritas para Bombyx
mori, foi possivel identificar 5 das 6 proteinas principais reagentes nos imunoensaios.
A proteina 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 especifico da
asa da mariposa. Concluséo: este foi o primeiro estudo a destacar as principais
proteinas alergénicas da mariposa Bombyx mori em individuos diagnosticados com
doencas alérgicas respiratorias a partir de extrato preparado com as asas desta
espécie de inseto.

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



ABSTRACT

Background: silkkworm 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 INTRODUGAO

As doencas alérgicas respiratorias, que incluem rinite € asma, vem
apresentando aumento expressivo na incidéncia ao longo das ultimas décadas. O
impacto clinico em termos de saude publica € consideravel e demanda o
desenvolvimento de planos de ag¢do e politicas publicas para o seu controle
(HOFFMAN et al., 2017).

S&o doencas inflamatérias da mucosa respiratéria, cujos sintomas séo
desencadeados, entre outros fatores, por exposicéo a aeroalérgenos. Os principais
descritos sd0 os acaros da poeira doméstica, polens, epitélios animais, mofos e
baratas (SAKANO et al., 2017).

Ha anos tem-se estudado o envolvimento de alérgenos de insetos como
desencadeantes de sintomas alérgicos respiratorios (OKUDA et al, 2002).
Demonstrou-se a importancia da mariposa como o segundo aeroalérgeno em
frequéncia de positividade verificada por meio de testes cutaneos alérgicos (TCA) e
Imunoglobulina E (IgE) especifica sérica em grupo de pacientes com asma € rinite
alérgica, apds os acaros da poeira. Neste estudo realizado na cidade de Curitiba,
testes cutdneos 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 especifica sérica pelo método ImmunoCAP de 60% (ARAUJO;
ROSARIO; RIEDI, 2014).

As mariposas tém sido crescentemente apontadas como fontes significativas
de alérgenos inalantes, tanto em ambientes externos quanto intradomiciliares. Suas
asas sdo cobertas de escamas, as quais se desprendem, permanecendo em
suspensao no ar e podem desta forma sensibilizar e posteriormente provocar
sintomas de alergia respiratoria em individuos 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
ja ter seu genoma sequenciado (MITA., et al, 2004).Tem reatividade cruzada com
outras espécies de mariposas e borboletas e foi comprovado que pacientes com
doencas alérgicas respiratorias podem desenvolver sintomas a partir da exposigcao
ambiental aos seus alérgenos, encontrados principalmente nas suas asas (KINO;
OSHIMA, 1978; KINO; OSHIMA, 1979). Concentracdes de antigenos de mariposa

verificadas por radioimunoensaio em amostras de poeira em ambiente externo (n&o
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domiciliar) durante um periodo de 3 anos foram elevadas e em niveis comparaveis
aos de polens (WYNN ef al., 1988).

Até o0 momento, poucos alérgenos relacionados a alergia respiratéria por Bm
foram identificados, nenhum deles a partir da sua forma adulta, a mariposa. A maioria
dos alérgenos descritos foi relacionada a alergia alimentar por meio da ingestdo da
pupa de Bm, principalmente em paises asiaticos, onde € um alimento tradicional
(ZHAO et al., 2015; JEONG et al., 2016) ou apds contato na pele e/ou mucosa
respiratéria em trabalhadores da industria da seda (ZUO et al., 2015).

Para melhor compreenséo das doencas alérgicas respiratérias relacionadas a
sensibilizagdo pela mariposa Bm, sdo necessarios estudos que incluam a

caracterizacao e identificagdo de novos alérgenos envolvidos neste processo.

1.1 OBJETIVO GERAL

Identificar potenciais proteinas alergénicas presentes no extrato de asas da

mariposa do bicho-da-seda Bm.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar extrato alergénico a partir das asas da mariposa Bm;

o Purificar o extrato da mariposa por meio de cromatografia por
imunoafinidade;

e Determinar a massa molecular das principais proteinas alergénicas da
mariposa Bm por meio de Western blot (Wb) com extrato bruto e purificado;

e Comparar os resultados encontrados entre os participantes dos trés grupos

(sensiveis a Bm, sensiveis ao acaro da poeira e controles negativos).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS ALERGICAS RESPIRATORIAS

2.1.1 Sensibilizagc&o alergénica

Sensibilizacdo a determinado alérgeno pode ser determinada a partir da
deteccdo de anticorpos especificos contra 0 mesmo. A presencga de IgE especifica no
soro ou positividade a TCA de leitura imediata s&o as principais maneiras de se avaliar
o estado atopico de um individuo (JOHANSSON et al., 2004).

Sensibilizacdo a alérgenos inalantes € um fator de risco para o
desenvolvimento de doencas alérgicas respiratdrias como asma e rinite, embora a
extensdo deste efeito seja amplamente discutida (ARSHAD et a/., 2001; CUSTOVIC;
SIMPSON, 2004). Exposicdo precoce na infancia a epitélios de animais,
principalmente gato, polens e fungos pode estar associada a atopia na adolescéncia
ou idade adulta (DELA BIANCA; WANDALSEN; SOLE, 2010). indices preditivos
validados para o desenvolvimento de asma utilizam a sensibilizagéo a pelo menos um
aeroalérgeno como critério maior e a pelo menos um alérgeno alimentar (leite de vaca,
ovo € amendoim) como critério menor em ensaios clinicos robustos provenientes de
coortes de nascimento (RODRIGUEZ-MARTINEZ; SOSSA-BRICENO; CASTRO-
RODRIGUEZ, 2017).

Com o objetivo de verificar a relevancia clinica da sensibilizagéo a alérgenos
inalantes na Europa, foram avaliados 3034 individuos referidos a um de 17 centros de
alergia em 14 paises diferentes. Foram realizados TCA para os 18 alérgenos locais
mais frequentes e avaliagdo clinica. Em todos os paises foi descrita taxa de
sensibilizagdo maior ou igual a 60% nos pacientes avaliados, embora tenha havido
diferencas na distribuicdo das sensibilizacdes alérgicas dependendo do pais. Os
autores concluiram que houve correlagédo significativa entre a presenca de doenca
alérgica (asma, rinite alérgica, dermatite atopica e alergia alimentar) e o numero de
sensibilizagbes (BURBACH et al., 2009).

Em Curitiba, foi testada a frequéncia de sensibilidade cuténea a alérgenos de
acaro da poeira e pdlen de graminea em 3271 escolares. Encontrou-se TCA positivo
para Dermatophagoides pteronyssinus e Lolium multiforum em 31,3% e 4,7%

respectivamente. A alta frequéncia de sensibilizacdo aos acaros domésticos deve
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servir de alerta para a valorizagdo de uma reacao cuténea positiva em individuos com
sintomas respiratérios, entretanto nem sempre signifique que estes alérgenos tenham
relacéo causal com a doenca respiratéria (ESTEVES et al.,1999).

Na mesma cidade, avaliou-se a frequéncia de positividade por TCA a 7
alérgenos inalantes em criangas e adolescentes acompanhados em ambulatério
especializado de alergia pediatrica. Os 742 pacientes tinham diagnostico prévio de
asma e ou rinite alérgica. Destes, 61,8% eram sensibilizados ao Dermatophagoides
pteronyssinus, 42,6% a Blomia tropicalis e, apds os acaros da poeira, 16,8% foram
positivos para a espécie de mariposa Bm. Sugere-se que o ultimo é prevalente e deve
ser melhor avaliado como alérgeno inalante em casos de doencas alérgicas
respiratorias (dados n&o publicados da pesquisadora).

O conhecimento sobre os aeroalérgenos sensibilizantes e o grau de
exposicdo a eles nos diferentes ambientes € importante ndo somente para o
diagnéstico das doencgas alérgicas, mas também como plano terapéutico, tendo em
vista a possibilidade de imunoterapia especifica (DUTRA; ROSARIO; ZAVADNIAK,
2001).

2.1.2 Diagndstico de rinite alérgica e asma

Rinite alérgica € uma das doeng¢as mais comuns em todo o mundo. Tem
prevaléncia estimada de 25% em criancas e até 40% em adultos. Considerada
resultado de alergia IgE mediada associada a inflamagdo nasal de variavel
intensidade.

O diagndstico de rinite alérgica € baseado na concordéancia entre uma histoéria
tipica de sintomas como rinorreia, espirros, obstru¢cdo nasal e prurido associada a
testes baseados na demonstracdo de IgE alérgeno-especifica na pele (TCA por
puntura) ou sangue (IgEs especificas mensuradas por imunoensaios) (BOUSQUET
et al., 2008). A presenca de sintomas oculares é frequente, o que configura
rinoconjuntivite alérgica; além de prurido em palato, gotejamento pds-nasal e tosse.

O impacto e os custos relacionados a rinite s&o substanciais. Principalmente
quando classificada como persistente e moderada a grave, pode levar a queda na
qualidade de vida, com prejuizo as atividades laborais e escolares. Além de estar
associada & asma em até 38% dos casos. E considerada como fator de risco para

asma e, se n&o controlada, pode afetar o controle da mesma (BROZEK et al., 2016).
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A asma, da mesma maneira, € uma doenga inflamatoria das vias aéreas, mas
com maior potencial de gravidade. Em criangas, € a doenga crénica mais frequente,
tendo impacto no dia-a-dia dos pacientes e suas familias (DUCHARM; TSE;
CHAUHAN, 2014).

Asma provoca sintomas respiratorios como sibilancia, dispneia, opressao
toracica e tosse; que podem variar ao longo do tempo em termos de ocorréncia,
frequéncia e intensidade. Estes sintomas geram limitagcdo das atividades e crises que
algumas vezes requerem atendimento de emergéncia €, em alguns casos podem ser
fatais. Fatores como infec¢bes respiratorias, exposicdo doméstica ou ocupacional a
alérgenos (acaros da poeira, polens, baratas), fumacga de cigarro, exercicio fisico e
estresse sd0 possiveis gatilhos para crises ou piora dos sintomas de asma.

O diagnéstico é baseado na clinica caracteristica de sintomas respiratérios
associada a limitacdo ao fluxo aéreo variavel, que pode ser avaliada por meio de
testes de funcao pulmonar (GINA, 2018).

A avaliacdo sobre o perfil de sensibilidade alérgica nos pacientes com asma
e rinite determinada por meio da positividade aos testes cutaneos ou detecgéo de IgE
especifica sérica € de fundamental importancia para o seu diagnostico, pois € capaz
de definir padrdes locais e individuais dependendo do ambiente e populagdo. Técnicas
mais recentes de analise molecular dos alérgenos foram capazes de refinar esse
diagnéstico, identificando-os de maneira mais precisa. Embora a interpretacéo se
torne mais complexa, pois deve-se levar em consideragao a correlacdo com sintomas
clinicos e a possibilidade de reacdo cruzada entre diferentes fontes alergénicas.

O conhecimento sobre a exposi¢éo local aos alérgenos mais prevalentes deve
ser incentivado, pois varia de acordo com a populacéo estudada. E tera impacto futuro
na prevencéo e tratamento das doencas alérgicas (ARAUJO: ROSARIO: MARI, 2015).

2.2 ALERGIA RESPIRATORIA POR ANTIGENOS DE INSETOS

O papel dos insetos na producéo de alérgenos inalantes e desencadeamento
de sintomas respiratérios vem sendo discutido ha décadas (POMES, 2008).
Mariposas, borboletas, mosquitos e baratas ja 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 distribuicdo sazonal de
acordo com o clima ou ciclo reprodutivo de cada inseto (ARAUJO, ROSARIO-FILHO,
2018). A importancia das diferentes espécies de insetos como fontes alergénicas
conforme a localizagdo geografica ainda n&o esta bem definida, mas estima-se que
haja entre 5 e 10 milhdes de espécies de insetos, embora somente cerca de 750000
tenham sido identificadas e catalogadas por entomologistas.

Residuos que emanam destes insetos como escamas, pelos, secrecbes e
partes desintegradas do corpo podem estar contidos na poeira doméstica,
desencadeando sintomas de asma e rinoconjuntivite alérgica em individuos
sensibilizados (POMES, 2008). Até o momento ha pouca informagao sobre incidéncia,
natureza, reatividade clinica e cruzada entre alérgenos de insetos.

Diversos componentes do corpo dos insetos podem ser alergénicos. Para que
se tornem alérgenos inalantes, suas proteinas devem estar em suspenséo no ar e ha
trés maneiras deste processo ocorrer. A primeira € 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 secrecdo metabdlica como as fezes podem se
tornar potenciais alérgenos (ARAUJO, ROSARIO-FILHO, 2018). A disperséo destas
particulas ocorre de forma ativa pela migracéo dos insetos para diversos ambientes e
de forma passiva pelo ar. Estudos utilizando diversos métodos de coleta em
ambientes externos e domésticos encontraram altos niveis de alérgenos de baratas,
moscas, borboletas e mariposas em amostras de poeira (ARIANO; PANZANI, 2001).

Com relagéo a alergia inalatédria a insetos, o mais estudado tem sido a barata,
cuja infestacdo doméstica é causa de asma e considerada questao de saude publica
nos Estados Unidos da América (EUA) (ARRUDA et al., 2000). Ha poucas e antigas
descricbes sobre asma e rinite desencadeadas por espécies de moscas € mosquitos
como may fly e caddis fly (FEINBERG; FEINBERG; BENAIM-PINTO, 1956; KINO et
al., 1987). Estudo realizado na cidade de Sao Paulo com 40 pacientes asmaticos
apresentou positividade ao TCA com extrato de mosquitos em 32,5% e mariposas em
65% dos casos. Foi o primeiro a documentar o papel da mariposa como alérgeno
desencadeante de sintomas respiratérios 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 género Bombyx, familia Bombycidae,
ordem Lepidoptera, classe dos Insetos, filo Artrépode, reino Animal (FONSECA,
FONSECA, 1988), é responsavel pela producédo de mais de 95% da seda mundial.
Faz parte de uma atividade agroindustrial muito antiga chamada sericicultura, que
iniciou na China ha cerca de 5000 anos. Compreende a cultura da amoreira, a criacéo
do bicho-da-seda e a producédo dos fios de seda que sao fornecidos para a industria
téxtil (CORRADELOQ, 1987).

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

A Bombyx mori produz um filamento de proteina produzido a partir de suas
glandulas sericigenas 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 da a metamorfose da pupa ou crisalida para o estagio adulto, a mariposa
(OKINO, 1982).

Os sericiculturistas adquirem os ovos do bicho-da-seda, de onde a larva
eclode e inicia seus estagios de maturacédo (FIGURA 1). A larva madura produz os
casulos, que sdo selecionados manualmente e enviados para as fabricas de fiacédo de
seda (YOSHIDA, 1994).

Durante o processo de criagdo do bicho-da-seda, os trabalhadores estéo
expostos diretamente a antigenos inalaveis, especialmente durante a selecdo de
casulos (KOBAYASHI, 1970). No entanto, ja foram detectados alérgenos nos produtos

excretados do bicho-da-seda, na hemolinfa das crisélidas e na poeira das asas das
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mariposas (KOBAYASHI; NAKASAWA:; YOSHIDA, 1972). Portanto, os sericicultores

podem se sensibilizar em qualquer estagio da producdo de seda.

2.2.2 Mariposa como alérgeno no ambiente ocupacional

Ha diversos relatos de individuos que, durante a atividade de sericicultura,
desenvolveram doengas alérgicas respiratérias. Os alérgenos produzidos durante a
manufatura da seda podem desencadear sintomas de asma, rinite e conjuntivite
alérgicas (KINO; OSHIMA, 1978; KINO; OSHIMA, 1979).

Na India, operérios de fabricas de fiacdo de seda foram submetidos &
avaliacdo clinica, TCA e dosagem de IgE especifica no soro a partir de antigenos de
casulos e pupas do bicho-da-seda. De um total de 243 individuos, 36% obtiveram
diagnéstico de asma e destes, 16,9% deixavam de apresentar sintomas quando
afastados do trabalho por um periodo prolongado, diagnosticados com asma
ocupacional. Estes apresentaram positividade aos extratos alergénicos testados em
70% dos casos (HARINDRANATH; PRAKASH; SUBBA RAQO, 1985).

Médicos do trabalho no Sri Lanka revelaram que, de 53 trabalhadoras com
meédia de trabalho de 5,8 anos na industria da seda, dezoito (34%) tinham asma
ocupacional. Os sintomas respiratérios ocorriam dentro de 30 min a 6 h apds o inicio
do trabalho e melhoravam dentro de 1 a 8 h apds deixarem a fabrica (URAGODA,;
WIJEKOON, 1991).

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

Recentemente, foi realizado na india estudo comparativo pelo periodo de um
ano entre trés grupos, 0 primeiro composto por sericicultores e dois controles
contendo respectivamente moradores de areas proximas a industria de fiacdo de seda
e moradores de areas mais afastadas. Foram realizados TCA com extratos
confeccionados a partir da pupa, casulo e sericina, proteina alergénica da mariposa
do bicho-da-seda. A sensibilidade foi maior nos trabalhadores (35,8%). Ao comparar
0s outros dois grupos, foi encontrado mais que o dobro de positividade nos moradores
proximos as industrias. Isso mostra que os alérgenos liberados no processo de

confeccdo de seda podem ser levados pelo ar, espalhando-se pelo ambiente e
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provocando sensibilizagdo na populagéo que vive no seu entorno (GOWDA et al.,
2016).

Na China, os residuos da industria da seda, descartados para utilizagdo em
preenchimento de colchdes, foram apontados como antigenos. Responsaveis por
conter diversos alérgenos (variando entre 14 e 70 kDa) e assim provocar reagdes
alérgicas IgE mediadas respiratdérias e cutaneas em individuos previamente
sensibilizados (SUN et al., 2014).

2.2.3 Mariposa como alérgeno no ambiente doméstico

Estudo realizado em casas de uma provincia japonesa encontrou por meio de
imunoensaio realizado a partir da poeira doméstica, aeroalérgenos de trés espécies
de insetos (incluindo a mariposa) em suspensao no ar, cujas concentracdes variaram
ao longo de um ano. Conclui-se, que o0s insetos s&o alérgenos inalantes comuns e
podem ter variagdo sazonal (KINO et al., 1987).

Concentragbes de antigenos de mariposa verificadas por radioimunoensaio
em amostras de poeira em ambiente externo (ndo domiciliar) durante um periodo de
3 anos foram elevadas € em niveis comparaveis aos de polens. Testes cutaneos com
extratos de mariposa em pacientes alérgicos mostraram 45% de reatividade nesta
populacdo (WYNN ef al., 1988).

Cinquenta asmaticos sem histdéria de exposicdo ocupacional foram
submetidos a testes cutaneos e dosagem de IgE especifica sérica com extratos
provenientes das asas e do corpo da mariposa do bicho-da-seda Bm. Houve
reatividade cutanea 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 s&o os
sensibilizantes principais. Demonstrou-se ainda por meio de testes de inibicdo que ha
reagao cruzada entre alérgenos de borboletas e mariposas (KINO; OSHIMA, 1979).

Alta taxa de sensibilidade a mariposa foi detectada por Kino e Oshima (1978)
durante avaliacdo de 66 pacientes asmaticos selecionados aleatoriamente. Destes,
37 (56%) apresentaram TCA intradérmico positivo ao extrato de mariposa e 20
(30,3%) obtiveram positividade a IgE especifica no soro para mariposa. Os autores

comentam que s&o insetos prontamente atraidos por luzes artificiais e frequentemente
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voam para o interior das residéncias, portanto podem ser fatores causais importantes
de asma.

Foram mensuradas IgEs especificas para mariposa, mosquito € barata no
soro de 560 individuos com diagndstico de rinite alérgica e obtiveram-se as seguintes
frequéncias de positividade respectivamente: 32,5%, 16,1% e 13,4%. Nos sujeitos em
que os valores foram mais elevados, a provocacéo nasal com antigenos de mariposa
foi positiva em 61,5%. Demonstrando que as mariposas sao alérgenos inalaveis que
provocam rinite alérgica (OKUDA et al., 2002).

Com o objetivo de avaliar a cosensibilizacdo entre Bm e 9 alérgenos inalaveis
comuns em uma regido ao Sul da China, foram selecionados 175 participantes
diagnosticados com alguma doenca alérgica respiratéria que acompanhavam em
ambulatério especializado. Praticamente metade da amostra apresentou positividade
a mariposa por meio de IgE especifica sérica. Além disso, houve concomitancia com
outros 5 alérgenos comuns, incluindo acaros da poeira e baratas. Os autores
concluem que houve alta prevaléncia de sensibilizacdo a essa espécie de mariposa e
cogita-se que haja reatividade cruzada com estes outros alérgenos testados, mas
sugerem que outros estudos de inibicdo sérica devem ser feitos para confirmar a
presenca de reatividade cruzada (SUN et al., 2014).

Estudos realizados com intervalo de 17 anos na cidade de Curitiba a respeito
da sensibilizacdo atdpica em criangas e adolescentes com diagndstico 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 género Heterocera no segundo estudo, mais recente, a espécie de
mariposa Bombyx mori. Em ambos, foi o segundo alérgeno em frequéncia de
sensibilidade apds o acaro da poeira. Sugeriu-se como conclusdo dos dois estudos,
que o alto indice de sensibilizacdo a mariposa requeria uma melhor avaliagdo sobre
sua relevancia clinica (ROSARIO; VILELA, 1997; ARAUJO; ROSARIO FILHO; RIEDI,
2014).

Nos ultimos anos, foram introduzidos novos métodos bioquimicos de
identificacdo de moléculas alergénicas, que permitiram melhor caracterizacado destes
alérgenos. Auxiliando a diferenciacdo entre sensibilizantes primarios e antigenos de
reagdo cruzada. A determinacdo de IgE especifica 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 vao sendo identificados, sdo nomeados da seguinte
maneira: utilizam-se as primeiras letras do género, a primeira da espécie e s&o
numerados conforme a ordem de descoberta e caracterizacdo. Até o presente
momento, ja foram identificados 3 componentes alergénicos a partir da mariposa Bm:
Bomb m 1, Bombm 7 e Bom m 9 (LIU et al., 2009; ZHONG, 2001; ZUO., et al, 2015),
derivados respectivamente das proteinas arginina-quinase, tropomiosina e a ultima
lipoproteina da hemolinfa. Foram descritos como desencadeantes de reacgdes
alérgicas alimentares apds 0 consumo da pupa da mariposa em paises asiaticos, onde
a populagao tem este costume e respiratorias em pacientes com asma ocupacional.
Sao necessarios mais estudos para avaliar se ha outros componentes proteicos

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

2.3 CARACTERIZACAO DE NOVOS ALERGENOS

A Organizacdo Mundial de Saude (WAO) e a Unido Internacional das
Sociedades Imunoldgicas (IUIS) definiram critérios para a caracterizagdo um

alérgeno, que incluem:

1. Definicdo das propriedades moleculares e estruturais:
e Purificacdo da proteina alergénica;
o Determinacéo da massa molecular;
e Determinacdo da sequéncia de aminoacidos;
e Produc¢éo de anticorpos especificos para o alérgeno;
2. Definicdo da importancia do alérgeno em provocar reacdo IgE mediada:
e Verificacdo da prevaléncia de anticorpos IgE especificos no soro de
pacientes alérgicos (pelo menos 50 devem ser testados);
e Demonstragdo da atividade biologica por TCA;
e Investigacdo da antigenicidade (se a retirada do alérgeno do extrato
reduz a capacidade de ligagcdo com IgE);
e Demonstracdo, quando possivel, de que os alérgenos recombinantes
tem atividade de ligacdo ao anticorpo IgE especifico comparavel 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 alergénico, o sequenciamento de
aminoacidos para identificacdo da proteina e desenvolvimento de anticorpos
monoclonais ou monoespecificos desta proteina para a verificagcdo de outros
pesquisadores.

Outro aspecto relevante é a demonstragdo da atividade alergénica do
alérgeno purificado, tanto in vitro quanto in vivo. Entre as técnicas usadas para
medicdo de anticorpos IgE in vitro estdo: RAST, CIE (contraimunoeletroforese),
radioimunoensaio com alérgenos marcados, ELISA (imunoensaio enzimatico) e
immunoblotting. A escolha depende da averiguagdo da sensibilidade e eficacia dos
métodos, que podem variar de acordo com inumeros fatores. Independente da
técnica, deve-se testar a prevaléncia de reatividade IgE especifica sérica ao alérgeno
em pelo menos 50 pacientes alérgicos selecionados aleatoriamente. Considera-se
relevante quando a taxa de positividade for maior que 50%.

Quando s&o produzidos alérgenos recombinantes antes mesmo de se
purificar o alérgeno natural, deve-se também demonstrar sua atividade bioldgica in

vivo, por meio de TCA por puntura (KING et al., 1994).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 TIPO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental realizado no setor de medicina
respiratéria e alergia localizado no Complexo do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (CHC-UFPR) e no ICC (Instituto Carlos Chagas).
3.2 CASUISTICA

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

3757, selecionados entre os funcionarios de limpeza e manuten¢cdo que somam 484
entre abril e maio de 2016 (FIGURA 2).

oooooo (L

Estudo (n=21) Estudo (n=8)

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DE SELECAO DOS PARTICIPANTES DA AMOSTRA

FONTE: O Autor, 2018.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos os participantes que concordaram em participar do estudo
assinando TCLE (termo de consentimento livre esclarecido), fizeram TCA e realizaram

coleta de sangue por pungao venosa para as analises laboratoriais (n=58).
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3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos participantes com diagnéstico de alergia respiratéria que
apresentaram TCA negativo (n=4) para os alérgenos testados e 0s sujeitos com

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

3.5 POPULACAO DO ESTUDO

Constituiu-se de 36 sujeitos distribuidos em 3 grupos de acordo com
diagnostico de alergia respiratédria (asma e/ou rinite) e positividade ao TCA da seguinte
forma:

e Grupo 1 composto por 21 participantes com diagnoéstico de rinite alérgica e/ou
asma e cujo TCA foi positivo para extrato de mariposa

e Grupo 2 composto por 8 participantes com diagnostico de rinite alérgica e/ou
asma e cujo TCA foi positivo para extrato de acaro da poeira

e Grupo 3 composto por 7 participantes sem doencga alérgica respiratéria e cujo

TCA foi negativo para todos os alérgenos testados.

3.6 AMOSTRA E TECNICA DE AMOSTRAGEM

Foram selecionados sempre com a presenca da pesquisadora trés grupos
cujo numero foi idealizado a partir de estudos semelhantes para identificacdo de novas
proteinas alergénicas (LIU et al., 2009; ZHONG, 2001), ndo tendo sido feito célculo
amostral. N&o foi possivel incluir mais sujeitos na amostra por limitagdes técnicas para

realizagcdo dos imunoensaios.

3.7 PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos foram realizados pela pesquisadora, assim como 0s
experimentos, em que se contou com o auxilio da equipe do laboratério de proteinas
do ICC.
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3.7.1 Dados clinicos e epidemiologicos

Durante a selecao dos pacientes, foram coletados dados pessoais como
nome, sexo, data de nascimento, idade, procedéncia e feitos questionamentos sobre
sintomas alérgicos, incluindo gravidade e frequéncia.

O diagndstico clinico de asma intermitente, leve, moderada ou grave
persistentes seguiu critérios clinicos conforme a classificacio proposta pelo NAEPP
— National Asthma Education and Prevention Program (2007).

O diagnéstico e a classificagcdo da rinite em intermitente ou persistente, de
acordo com a frequéncia dos sintomas e leve ou moderada/grave, conforme a
intensidade dos sintomas foi feita segundo recomendacgdes do ARIA — Allergic Rhinitis
and its Impact on Asthma (BOUSQUET et al., 2008).

3.7.2 Preparo do extrato alergénico de mariposa

Os casulos de bicho-da-seda da espécie Bm foram coletados da industria de
flacdo de seda Bratac® (Londrina-PR) e transportados em local seco e fresco até o
setor de Alergia Pediatrica do CHC-UFPR em Curitiba, onde foram armazenados em
caixa acrilica até a eclosdo das pupas em mariposas. As asas, onde se localizam seus
principais antigenos (KINO; OSHIMA, 1979), foram dissecadas e utilizadas no preparo
do extrato alergénico.

A obtencdo 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 solugédo resultante pode ser concentrada ou diluida quando
necessario (PATTERSON; GRAMMER; GREENBERGER, 1997).

O método escolhido foi o descrito por Lierl, Riordan e Fischer (1994),
obedecendo 0s seguintes passos: asas de aproximadamente 100 mariposas adultas
foram maceradas mecanicamente em pildo de ceramica e imersas em éter etilico,
para remog¢ao de gorduras, até a completa evaporacgéo do éter. O total de material
obtido (2,8 g) foi homogeneizado em tampéo 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 centrifugacéo dupla (por 15 min a 22.000 xg rotacdes € a
4°C), filtrado (utilizando filtros de 0,22 um, da marca Millipore, Bedford, USA),

distribuidos em aliquotas de 2 mL, que foram armazenadas em congelador a -20°C
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para realizagédo dos imunoensaios. Uma parte deste mesmo extrato (10 mL) foi diluida
em glicerina (50%) (1:10) estéril e posteriormente armazenada em geladeira a 4°C

para utilizagdo nos testes cutaneos.

3.7.3 Obtencé&o do alérgeno arginina-quinase recombinante

Com o objetivo de ter um controle positivo para os imunoensaios, a sequéncia
nucleotidica 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 expressao em
Echerichia coli, sob os sitios de restricdo BamH! e Hindlll, de modo a conter em sua
extremidade N-terminal, uma sequéncia codificante de seis histidinas (6xHis),
possibilitando sua purificacao pela cromatografia de afinidade.

Apds confirmagdo por sequenciamento, os vetores portando os genes
integros 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 ug/mL), até atingir a uma densidade optica 600nm de 0,8.

A expressdo da arginina-quinase foi induzida pela adicao de isopropyl-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) (para uma concentracéo final de 0,5 mM), a 37°C por
quatro horas. As células foram coletadas por centrifugacéo (a 2.800 g por 10 min a
4°C) e ressuspendidas em 2 mL/g de células no tamp&o de lise (50 mM Tris-HCI pH
8,0, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 5% glicerol, 1 mM PMSF) e submetidas a 10 ciclos
de 80 psi de press&o (microfluidificador M-110L, Microfluidics®), para lise total das
células.

O extrato bacteriano foi clarificado por centrifugagéo (25.000g por 30min a
4°C) e o sobrenadante resultante foi filtrado (com filtro de 0,45 pym da marca
Millipore®, Bedford, USA) e aplicado no sistema de cromatografia AKTA-UPC 100
(GE Healthcare Life Sciences®), portando a coluna His-trap HP (GE Healthcare Life
Sciences®), que tem como metal imobilizado o niquel.

A proteina foi quantificada por meio do SDS-PAGE, por estimativa, tendo
como referéncia uma proteina padrédo (albumina de soro bovino, BSA — Sigma-
Aldrich®) de massa conhecida (5 mg/mL) em diluicbes 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
alergénico de Bm (conforme descrito no item 3.7.2) e outros 6 aeroalérgenos que
seguem: acaros da poeira doméstica (Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia
tropicalis), barata (Blattella germanica), epitélios de animais (gato e c&o) e pdlen de
graminea (Lolium perenne) Todos na concentragcdo padronizada de 1:20 (IPI/ASAC,
Brasil). Testado também a arginina-quinase recombinante, obtida de acordo com o
item 3.7.3.

Obedecendo a seguinte técnica: cada participante foi colocado em posi¢ao
confortavel, realizada assepsia da superficie volar do antebracgo direito com alcool
etilico (70%), em seguida aplicada uma gota de cada extrato na pele, sendo o local
marcado com caneta especifica. O controle positivo foi realizado com histamina na
concentracé&o de 10 mg/mL (IPI/ASAC, Brasil) e o negativo com solugéo salina/glicerol
a 50% (IPI/ASAC, Brasil) com intervalo de 3 cm de distancia entre cada gota aplicada.
Utilizou-se técnica de puntura com agulha estéril de 27 mm superficialmente na pele,
em angulo de 20°. Apds 15 min, procedeu-se a leitura da reagdo com auxilio de régua
milimetrada, considerado teste positivo quando a média entre os dois diametros
perpendiculares da papula foi maior ou igual a 3 mm (NELSON, 2011).

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

a sua realizacao.

3.7.5 Coleta de sangue venoso

Na mesma ocasido da realizacdo dos testes cutaneos alérgicos, foram
coletados 5 mL de sangue de todos os participantes por venopun¢do na regiao do
antebraco e acondicionados em frascos de coleta para exame hematologico. Apds a
formacgao do coagulo, os tubos foram centrifugados a 2000 rota¢des por min por 10
min e armazenados a -20°C até a realizacéo das dosagens de IgEs especificas pelo

método ImmunoCAP ISAC® e dos imunoensaios.
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3.7.6 Deteccdo de componentes alergénicos por ImnmunoCAP ISAC

Amostras de soro dos 36 participantes foram enviadas para laboratério em
Séo Paulo, onde foram analisadas pelo método ImmunoCAP ISAC (imunoensaio em
fase sélida de multianalitos, ThermoFischer Scientific®), teste padréo automatizado in
vitro para detecdo de anticorpos IgE especificos. Que aplica a tecnologia de
microarray proteico, cuja técnica consiste em dispor um painel de moléculas
alergénicas sobre uma lamina de vidro (75x25 mm) modificada quimicamente (através
da adi¢do de reagentes como os epoxisilanos ou a nitrocelulose, com a finalidade de
melhorar a ligagdo proteica).

Cada alérgeno € colocado em triplicata para garantir a confiabilidade do teste;
em seguida, adiciona-se 20 uL do soro a ser testado e os alérgenos do ensaio sao
reconhecidos pelos anticorpos IgE do paciente, que por sua vez, sao detectados por
anticorpos anti-IgE marcados (fluorescentes) adicionados posteriormente. Os valores
s8o 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). Séo testados 112
componentes provenientes das mais diversas fontes alergénicas naturais e alérgenos

recombinantes.

3.7.7 Imunodeteccao

Para identificar os possiveis alérgenos de Bm as proteinas do extrato total
concentradas 3 vezes e a arginina-quinase recombinante (controle positivo), foram
aplicadas em géis de poliacrilamida (10%) para separagao das proteinas 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 po desnatado (MOLICO® - Nestlé) diluido em tampéo 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 parametros
seguintes, foram incubadas com uma diluicao de 1/30 dos soros individuais de cada

participante do grupo 1, com alergia respiratoria sensibilizados a Bombyx mori (n=21),
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grupo 2, sensibilizados a acaro da poeira doméstica (n=8) e controles saudaveis ndo
atdpicos (n=7), em PBS-T por 16 h a 4°C. Posteriormente, estas fitas foram incubadas
com anti-IgE humana conjugada a fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich®) (1:5000) por 90
min em temperatura ambiente. Apds cada etapa as membranas foram lavadas 5x com
PBS-T.

A reacéo foi revelada em solucéo contendo 50 mg/mL BCIP (Bromo-Chloro-
Indolyl Phosphate) e 50 mg/mL de NBT (Nitro Blue Tetrazolium) (Promega®, Madison,
WI, USA) diluidas em 10 mL do tampéo de fosfatase alcalina (100 mM Tris-HCI pH
9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCI2) por aproximadamente 60 s e interrompida com 10
mM EDTA em agua destilada.

3.7.8 Espectrometria de massas

A fim de identificar os alérgenos especificos 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 proposito, areas da membrana contendo a
pigmentacdo referente aos alérgenos detectados por meio das IgEs presente nos
soros dos pacientes positivos e negativos (controle negativo), foram recortadas e
lavadas em agua ultrapura. Estes fragmentos de membrana foram entio imersos
numa solugcdo (50%) de bicarbonato de aménio 50 mM por 15 min para
despigmentacdo e secas naturalmente. A digestdo dos alérgenos presentes nos
fragmentos de membrana foi realizada pela adigcédo da protease tripsina 12,5 ng/uL a
37°C por 16 h sob agitacéo. A solugéo foi evaporada no speed vac por 45 min a 45°C,
seguido da adicao de acetona com incubacéo por 30 min em temperatura ambiente,
sob agitacéo constante.

Apds a remocgao do sobrenadante as membranas foram novamente secas no
speed vac por 30 min e adicionados 50 uL de bicarbonato de aménio (50 mM) em
cada, seguido de sonicacdo (5 min), sendo o sobrenadante transferido para
microtubos Eppendorf® juntamente com a acetona. Esse ultimo procedimento foi
repetido 2 vezes. O sobrenadante obtido foi submetido ao stage tip para purificagéo
dos peptideos, os quais foram aplicados no sistema MALDI-TOF (espectrémetro de
massas LTQ Orbitrap XL, Thermo Scientific), para leitura e posterior identificagéo

destes peptideos que compdem os alérgenos a serem identificados.
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3.7.9 Cromatografia de imunoafinidade

A fim de isolar e identificar possiveis alérgenos do extrato total de asas de Bm
foi desenvolvida uma técnica de cromatografia por imunoafinidade. Realizada a partir
da captura destas proteinas por meio de IgEs especificas presentes no soro de
pacientes sensibilizados a mariposa. Procedimento que ocorreu com base na
interagéo de sucessivas moléculas (FIGURA 3), tendo como suporte solido a resina
de niquel (Ni Sepharose 6 Fast flow - GE) ligada a proteina 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 poo/ de soro (1:10) por 8h, e entéo, incubado
com o extrato de Bombyx mori (1:1) por 16 h. Todas as incubagbes foram realizadas
a 4°C com agitacéo constante, no tampéo de ligacéo (PBS acrescido de 0,05% tween-
20), incluindo as lavagens.

Os alérgenos foram recuperados através de eluicbes com dois tampdes
diferentes (PBS-T, 300mM NaCl, 0,5 M Imidazol e 50 mM glicina pH 2,5). Todas as
centrifugagdes foram realizadas a 300g por 1 min em temperatura ambiente. Cada

fracdo foi analisada por SDS-PAGE e posteriormente por Wb.
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FIGURA 3 — MOLECULAS DO COMPLEXO PARA DETECCAO E CAPTURA DOS ALERGENOS A
PARTIR DO EXTRATO DE BOMBYX MORI.
FONTE: Claudemir de Souza, 2017

3.7.10 Identificagdo das proteinas alergénicas

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 proteinas de Bm que apresentavam
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massa molecular aproximada as proteinas reagentes nos imunoensaios em pelo
menos 50% dos pacientes (considerados alérgenos major, segundo Canonica e cols,
2013) e que foram passiveis de purificacado a partir da IgE do soro destes mesmos
pacientes. O critério para selegéo das varias proteinas foi a possibilidade de estarem

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

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi feita analise descritiva para os dados clinicos, epidemioldgicos e

resultados de testes alérgicos e imunoensaios.

3.9 ETICA EM PESQUISA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do CHC-UFPR em 27 de abrii de 2014, sob registro CAAE
27605914.2.0000.0096 (ANEXO 1) conforme as normas da resolugéo CNS 466/2012.
O estudo foi iniciado ap6s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(APENDICE 1).

3.10 FOMENTO PARA PESQUISA

A pesquisa teve apoio financeiro do ICC para a compra da proteina arginina-
quinase recombinante e realizacao de todos os testes laboratoriais descritos neste
estudo.

A parte clinica da pesquisa foi conduzida no CHC - UFPR e obteve fomento
da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES, com

concessao de bolsa de estudo a pesquisadora por periodo de 3 anos.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA DE ESTUDO

A amostra foi constituida por 3 grupos: o primeiro com 21 individuos
diagnosticados com asma e/ou rinite e que apresentaram TCA positivo para Bm; o
segundo contendo 8 participantes também diagnosticados com doenca alérgica
respiratoria, mas que apresentaram TCA positivo para acaros da poeira e o terceiro
formado por 7 sujeitos com histéria negativa para quaisquer alergias e cujo teste
cutaneo foi negativo para os alérgenos testados. Na TABELA 1 sdo apresentados os

seus dados clinicos e epidemiologicos.

TABELA 1 — DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DOS
PARTICIPANTES (n=36)

CARACTERISTICAS GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
n 21 ng n7
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
Dermatite atépica 2 0

" Expressa em mediana
FONTE: O autor (2018)

As frequéncias de positividade ao TCA para os extratos alergénicos totais
dispostos em ordem alfabética: Blattella germanica, Blomia tropicalis, Bombyx mori,
Dermatophagoides pteronyssinus, epitélio de cdo, epitélio de gato e Lolium perene,
além da arginina-quinase recombinante e os didmetros das papulas expresso em

meédia estdo apresentados na TABELA 2.
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TABELA 2 — FREQUENCIA DE POSITIVIDADE E REATIVIDADE AO TCA COM
DIFERENTES ALERGENOS NOS GRUPOS 1 (n 21) E 2 (n 8)

ALERGENOS n 21 Diadmetros ns Didmetros
médios médios
reacéo reacéo

Arginina-quinase 6 3,5 0

Blattella germanica 4 3.5 4 3.1

Blomia tropicalis 13 42 6 36

Bombyx mori 21 3.6 0

Dermatophagoides 11 46 7 53

pteronyssinus

Epitélio cio 7 4.5 1

Epitélio gato 1 4,5 1

Lolium perenne 9 538 3 3,8

FONTE: O autor (2018)

Quatro pacientes apresentaram TCA positivo exclusivamente para mariposa,
com reatividade cutdnea média de 3,7. Enquanto os 17 demais tinham sensibilidade
a algum outro extrato alergénico. Nenhum dos quatro individuos sensiveis somente a

mariposa apresentou reatividade a arginina-quinase recombinante pelo TCA.

4.2 IMMUNOCAP ISAC

Para refinar a analise sobre o perfil de sensibilidade alergénica, todos os
participantes do estudo foram submetidos ao teste molecular InmunoCAP ISAC, que
identificou a frequéncia de positividade a 112 componentes alergénicos. Foram
considerados positivos quando > 0,3 (ISU). Na TABELA 3 estdo destacadas as
frequéncias de positividade aos principais alérgenos inalaveis conforme o grupo. Os
referentes a fontes alimentares nao foram descritos, pois nao interessam aos objetivos
deste estudo. Nos pacientes controles, correspondentes ao grupo 3, foi encontrado
epitopo Phl p 4 positivo em valor préximo ao minimo (0,4 ISU) em um dos individuos

testados, portanto este dado nao foi acrescentado a tabela.
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TABELA 3 — FREQUENCIA DE POSITIVIDADE AOS COMPONENTES
ALERGENICOS INALANTES POR IMMUNOCAP ISAC NOS
NOS GRUPOS 1 E 2

FONTE ALERGENICA COMPONENTE GRUPO 1 GRUPO 2

ALERGENICO n 21 ng
Acaros da poeira
Blomia tropicalis Blot5 9 3
Dermatophagoides Der f 1 8 7
farinae Derf2 7 6
Dermatophagoides Der p 1 8 7
pteronyssinus Derp 2 6 5
Derp 10 4 2
Lepidoglyphus Lepd 2 6 4
destructor
Animais
Barata Blag7 3 1
(Blattella
germanica)
Céo Canf2 1
(Canis familiaris) Canfb 1
Gato Feld 1 2 1

(Felis domesticus)

Polens gramineas

Cynodon dactylon Cynd1 8 0
Phleum pratense Phlp 1 5 1
Phlp 4 6 0
Phlp5 1 0
Phlp7 0 1

FONTE: O autor (2018)
NOTA: nos participantes do grupo 3, Phl p 4 foi o Gnico positivo em um

individuo, em valor préximo ao negativo

Os alérgenos foram classificados conforme a fonte em: acaros da poeira
doméstica (incluidos Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
pteronyssinus e Lepidoglyphus destructor); animais (incluidos barata da espécie
Blattella germanica, céo e gato correspondentes a Canis familiaris e Felis domesticus

respectivamente. Finalmente polens de gramineas, que sdo 0s mais encontrados na
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regido Sul do pais, onde foi realizado o estudo como segue: Cynodon dactylon (grama
bermudas e Phleum pratense (grama timéteo).

Os componentes mais frequentemente encontrados no grupo 1 foram os
acaros da poeira, sendo Blo t 5 o primeiro, seguido de Derp 1 e Derf 1. Der p 10, que
€ uma tropomiosina, foi encontrada em 4 participantes. Com relagdo aos animais,
componente da barata (Bla g 7) que também € uma tropomiosina e pode ter
reatividade cruzada com a do acaro (Der p 10) foi 0 mais frequente, seguido do gato
e cdo. Os polens de gramineas 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 graminea Phl p 4 em
valor baixo (0,4), nos demais, o teste foi negativo para todos os outros componentes
alergénicos.

Os componentes mais frequentemente encontrados no grupo 2, foram os
acaros da poeira. Der p 10, tropomiosina que foi encontrada em 2 sujeitos. Com
relacdo aos animais, componente do cdo (Can f 5) foi 0 mais frequente encontrado,
seguido do gato (Fel d 1) e barata (Bla g 7). Quanto aos polens de gramineas, apenas
1 paciente apresentou sensibilidade a dois componentes do Phleum pratense: Phl p
1ePhlp?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 padronizacdo de cada
etapa deste processo. Segue a analise resultante por SDS-PAGE em que a proteina
A foi acoplada ao anticorpo anti-IgE, ligado, por sua vez as IgEs presentes no soro
dos pacientes sensibilizados a mariposa, que se ligaram finalmente ao extrato total de
Bm.

Verificou-se que em todas as condi¢cdes testadas foi possivel observar a
presenca de proteinas. Observa-se que nas canaletas referentes ao controle (resina
e extrato) ndo ha presenca de proteinas, o que mostra que os anticorpos foram
eficientes na captura dos alérgenos do extrato da mariposa, ndo havendo indicios de
ligacdes inespecificas. Algumas proteinas ndo foram capazes de eluir completamente
daresina (FIGURA 4).
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Testou-se o extrato concentrado 3x (condigao A), extrato normal (condic&o B)
e extrato diluido 3x (condi¢do C). Destas, a condicéo A foi a que apresentou melhor
desempenho, pois ha maior nitidez das bandas e maior quantidade de proteina
purificada (FIGURA 4).
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FIGURA 4 - SDS-PAGE DA CROMATOGRAFIA POR IMUNOAFINIDADE COM PROTEINA A
RECOMBINANTE ACOPLADA EM RESINA DE NIQUEL

NOTA: A, B e C) Diferentes condiges testadas. CTL) Controle da purificacdo (incubacdo da resina

com o extrato de mariposa nas mesmas condicbes das demais). M) Marcador de massa molecular

(Bench Marker). A) Proteina A. E) Anticorpo anti-IgE. E1) Primeira eluicdo realizada com o tampéao B.

E3) Terceira eluicio realizada em tampéo acido. R) Resina apés as trés eluicbes.

FONTE: O autor (2018)

4.4 IMUNOENSAIOS

Foram realizados varios experimentos para avaliar as condi¢des ideais de Wb,
na tentativa de padronizar os para@metros a serem utilizados. Apds o uso de diversas
diluicdes de extrato de Bm, de anticorpos e pool de soros dos pacientes, concluiu-se
que os que apresentaram melhor definicdo foram os demonstrados na FIGURA 5,
destacado em vermelho para a concentragé&o intermediaria. Sendo que maiores ou
menores concentracdes levaram a piora na nitidez (com imagem mais borrada e mais

apagada respectivamente).
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FIGURA 5 — PADRONIZACAO DE WESTERN BLOT PARA IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS
ALERGENICAS DE BOMBYX MORI

NOTA: Testes utilizando diferentes diluicdes do pool de soros dos pacientes do grupo 1 e do conjugado

olgE-AP. AK) Arginina-quinase recombinante, controle positivo. M) marcador massa molecular padrao

pré-corado (Bench marker).

FONTE: O Autor (2018)

Foi comparado anticorpo anti-lgG com anti-lIgE humana ambos ligados a
peroxidase (AP) nos grupos 1 e 3 utilizando poo/ de soros como segue na FIGURA 6.
Em relagéo ao ensaio com a anti-IgG, é possivel notar que ocorrem muitas rea¢des
inespecificas, tanto com os soros dos pacientes positivos (grupo 1), quanto dos
negativos (grupo 3). Observa-se que ha poucas diferencas no perfil de bandas entre
estas amostras. Na comparacgao entre o extrato total e purificado, detecta-se um maior
numero de bandas reagentes no extrato total.

Em relagédo ao ensaio com a anti-IgE, nota-se que houve reatividade a um
numero menor de bandas em relagdo ao ensaio com anti-lgG. Houve reatividade
maior nos pacientes sensiveis a Bm (grupo 1) comparando-se aos controles negativos
(grupo 3). Sendo que no extrato purificado, s6 houve reatividade nos positivos (grupo
1). Foram encontradas as seguintes proteinas correspondentes as alturas
aproximadas do marcador de massa molecular no poo/ 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 nao apareceram (FIGURA
6).
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FIGURA 6 - COMPARACAO NA DETECCAO 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-lgG humana (algG-AP) como anticorpos secundarios. AK) Arginina-quinase recombinante,
controle positivo. E) Extrato purificado imobilizado na membrana. MP) Extrato bruto imobilizado na
membrana. M) Marcador de massa molecular padrio pré-corado (Bench marker). As setas indicam as
bandas mais fortes encontradas na reagdo com o extrato purificado nos participantes do grupo 1.
FONTE: O autor (2018)

Todas as proteinas com massa molecular aproximada encontradas por Wb
realizado a partir do extrato total de mariposa e poo/ de soros positivos dos pacientes
do grupo 1 (FIGURA 6) também apareceram no SDS-PAGE da purificagéo (FIGURA
4).

Inicialmente foram realizados Wb a partir do poo/ de soros, apos a
padronizacdo, 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 numero maior de proteinas em relagdo aos do extrato purificado
na analise 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 padrbes de bandas e intensidade de reacéo (FIGURAS 7,
8 e 9). Os pacientes 5, 9 e 10 demonstraram reatividade a um maior numero de
bandas, em comparag&o aos demais, além de forte intensidade de reagéo (FIGURAS
7 e 8). Os individuos 16 e 19 n&o apresentaram nenhuma reagdo 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 reacdo. M) Marcador de massa molecular padrdo pré-
corado (Bench marker).

FONTE: O autor (2018)

Grupo 1

kba M 8 9 10 11 12 13 14
182 -

115 -
82 -

64 -
49 -

37 -

26 -

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 reacdo. M) Marcador de massa molecular padrdo pré-
corado (Bench marker).

FONTE: O autor (2018)
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kDa M 15 16 17 18 19 20 21
182 - !

115 -

82-

64 -

49 -

37 -

26 -

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 reacdo. M) Marcador de massa molecular padrdo pré-
corado (Bench marker).

FONTE: O autor (2018)

O mesmo ocorreu com o0s pacientes do grupo 2, que apresentaram diferentes
perfis de bandas e diferentes intensidades de reacdo. As possiveis proteinas
demonstradas pelo Wb dos pacientes sensiveis ao acaro foram as seguintes: 150,
100, 66, 64, 55, 50, 40, 37, 30 e 27 kDa (FIGURA 10).

Grupo 2

kDa
-182
-115
-82
-64
-49

-37

-26

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 reacdo. M) Marcador de massa molecular padrdo pré-
corado (Bench marker).

FONTE: O autor (2018)
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Todas as proteinas encontradas no grupo 2 foram da mesma maneira
visualizadas nos pacientes sensiveis a mariposa do grupo 1, porém em menor
intensidade. Sendo que as correspondentes as alturas de 66 e 50 kDa foram
encontradas em mais de 50% dos pacientes, consideradas major para ambos 0s
grupos 1 e 2 (sensibilizados a mariposa e acaro).

Por outro lado, a proteina de 80 kDa foi encontrada em todos os individuos
sensibilizados a mariposa € em nenhum dos sensiveis ao acaro da poeira. A proteina
de 45 kDa da mesma maneira foi reativa em 84,2% dos participantes do grupo 1 e
nao foi visualizada nos do grupo 2. O grafico a seguir demonstra em frequéncia de
positividade todas a alturas de bandas encontradas em ambos os grupos (FIGURA
11).
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27

B Grupo 2 acaro +

H Grupo 1 BM +

Massa molecular das proteinas (kDa)

o

20 40 60 80 100
Numero de pacientes reativos (%)

FIGURA 11 - GRAFIQO SOBRE A PORCENTAGEM DE POSITIVIDADE DAS POSSIVEIS
PROTEINAS POR WESTERN BLOT NOS PARTICIPANTES DOS GRUPOS 1 E 2

FONTE: O autor (2018)
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Os sujeitos incluidos no grupo 3, que né&o tinham diagndstico de doenca
alérgica respiratéria e cujos TCA foram negativos para todos os antigenos testados,
considerados controles negativos, nao apresentaram reatividade aos imunoensaios
(FIGURA 12).

Grupo 3

kDa

182 -
115-
82 -

64 -
49 -

37 -

26 -

FIGURA 12 - WESTERN BLOT CONTROLE COM SOROS DO GRUPO 3

NOTA: Membrana incubada com soro de sete individuos referentes ao grupo 3 (1-7). AK) Arginina-
quinase recombinante, controle positivo da reacdo. M) Marcador de massa molecular padrdo pré-
corado (Bench marker).

FONTE: O autor (2018)

4.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Foi optado por encaminhar para analise a membrana pés purificagdo, pois o
gel do extrato total de mariposa € muito rico em proteinas 0 que poderia interferir
negativamente nos resultados, dificultando sua interpretacéo. Porém, devido ao cut-
off estabelecido pelo sistema de analises do espectrémetro de massas, somente foi
possivel a obtencdo de 2 proteinas cujas sequéncias de dados foram confiaveis:
vitelogenina e actina (FIGURAS 13 e 14). Sendo que somente a primeira apresentou
quantidade de peptideos superior na analise feita a partir da membrana resultante do
Wb com extrato bruto de mariposa e poo/ de soros dos participantes do grupo 1,
comparando-se ao pool de soros dos individuos do grupo 3, correspondentes aos

controles negativos.



-

Number of amino acids:
Molecular weight:
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EEY:)
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[Bombys mori]
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TAQAARYLVT
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PEQHEHPHQS
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840
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GIEIKSGLIK

1090
SVDSKYGQST

1150
CKQSQSKALT

1210
RVVDLSASFE

1270
THSLSFSKPL

1330
LNNF YQDSCH

1390
LTONGKMDFK

1450
YFTGHQYQPY

1510
DQQEIYISYK

1570
YHTHEDGVLV

1630
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1690
WQSETVYKSR

1750
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KYYEANMIKD

1040
FRVEPLHPDQ
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1160
ITAYYDEYYN
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1280
QSDLRAPFGM
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1400
IDFSYFDRTY

1460
CSIDGTRIHT

1520
SESGODLEIE

1580
INIEDDRIRA
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1700
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RMYKEQIKKG

VQFTYAINID GNVGFMDTLS NQYSSVGVVN KLQFNIPFKF

1050 1060 1070 1080
DOTLVHYSVW PYSASQKKDS LVAISQDPAT KIVERRSKVFE

1110 1120 1130 1140
YSSDWRNFGA KFTSRDYFTN LASLLTQEDI ALTHENLKHL

1170 1180 1190 1200
QONSGILTDA TDRNDLSPNS ETRRAEMVKL VSAGINKARV

1230 1240 1250 1260
GTWGDSPVDS KVQGMLFAGT KSATQGNQQT NAVFATTKPE

1290 1300 1310 1320
HFKYGQSGET RVSGSFDRTK KYTTELENHP LAKQCSQQTT

1350 1360 1370 1380
HVEFSVSFQD MSPQYRNEFSY HTYRLYEYLG YWYTEANPLK

1410 1420 1430 1440
TVDIASPSGE ARMRDMPTAT MAPGALSFYQ PLKAYELVAN

1470 1480 1490 1500
FSNRSYEYPL SRSWHVVMQD ESTQRGNWHE LATLSRROOR

1530 1540 1550 1560
IQPASGDSAY QVKVTTNTKK ITDDDLTMYW DDVKEQPFLQO

1590 1600 1610 1620
IYDGQRFVVE TQDYRNSTRG ICGRMSGEQR DDYLTPEGLV

1650 1660 1670 1680
TQELKALATQ QAYYPEYKYT SILRSDPTWQ EESQSCGEDQ

1710 1720 1730 1740
VROOVQFYEN HGDICITTSR VPSCQSHCRA GDYKIQHVQV

1770 1780
ONPEVSGIPS VEQFKVEVTC QP

FIGURA 13 - SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA VITELOGENINA

FONTE: Espectrdmetro de massas (ICC), 2017

2- P84183; P07836; P04829; HOIWN1; HOI7T4;HOJIXO0; PO7837; HOJ7TS

Number of amino acids:
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150 160 170 180
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210 220 230 240
FTTTAEREIV RDIKEKLCYV ALDFEQEMAT AASSSSLEKS
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ALFQPSFLGM EACGIHETTY NSIMKCDVDI RKDLYANTVL

330 340 350 360
LAPSTMKIKI IAPPERKYSV WIGGSILASL STFQOMWISK

FIGURA 14 - SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA ACTINA

FONTE: Espectrdmetro de massas (ICC), 2017

4.6 IDENTIFICACAO DOS POTENCIAIS ALERGENOS

na cromatografia de imunoafinidade, consideradas entdo como potenciais alérgenos,

As proteinas reagentes em pelo menos 50% dos imunoensaios e presentes
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foram identificadas de acordo com proteinas de Bm ja caracterizadas e depositadas
nos bancos de dados, cujas massas moleculares foram semelhantes as 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 publica¢des relacionadas.
Destes foram selecionados 69 artigos para analise; com base na massa molecular,
localizac&o, fungéo e ciclo de vida, um total de 18 proteinas foram cogitadas para a
identificacdo dos potenciais alérgenos reagentes nos ensaios de Wb e cromatografia
de imunoafinidade.

Como varias destas proteinas selecionadas apresentam a mesma massa
molecular, priorizou-se aquelas ja descritas como alérgenos major, a fim de aferir uma
identificacdo mais préxima possivel da proteina em questdo. A TABELA 4 mostra os
possiveis 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 PROTEINAS SELECIONADAS A PARTIR DO EXTRATO DE
ASAS DE BOMBYX MORI! JA DESCRITAS COMO ALERGENOS

Massa molecular (kDa) Nome da proteina Referéncia

80 N&o identificada -

66 Transferrina Binder et al., 2001
50 Proteina heat shock Liu et al., 2009
45 Cadeia leve da vitelogenina  Yano et al., 2004
37 Tropomiosina Jeong et al., 2017
30 Lipoproteina Zuo et al., 2015

FONTE: O Autor (2018)
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5 DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo a destacar as principais proteinas alergénicas da
mariposa Bm em individuos com alergia respiratéria a partir de extrato alergénico
preparado com asas desta espécie de inseto.

Mais de 300 proteinas ja foram identificadas nos fluidos emanados durante o
processo de metamorfose da mariposa do bicho-da-seda Bm. Estao envolvidas na
sintese e degradacéo da cuticula, que é uma estrutura produzida a partir da secre¢ao
de proteinas, lipideos 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 especificos presentes na espécie Bm. As proteinas ja descritas foram
extraidas a partir da larva e da pupa da Bm (LIU., et al, 2008; JEONG., et al, 2016;
WANG., et al, 2016), nenhuma relacionada a mariposa adulta, que foi o objetivo deste
estudo.

Durante a padronizacdo dos imunoensaios, foi feito comparacéo entre
anticorpos secundarios anti-IgE e anti-lgG. A positividade encontrada mesmo nos
negativos do anticorpo anti-IgG pode refletir reagdo tardia apds contato com a
mariposa ou apenas sensibilidade sem repercusséo clinica e possivelmente muitas
ligacdes inespecificas. Na reacdo em que se usou anticorpo anti-IgE, observou-se
varias bandas no eluido da purificagdo € no extrato total de mariposa apenas nos
participantes do grupo 1, o que provavelmente demonstra resposta IgE mediada e que
podem ter sintomas imediatos apds o contato com alérgenos de Bm (YUNGINGER.,
et al, 2000).

Os imunoensaios realizados com soros de individuos sensibilizados a Bm
(grupo 1) e extrato alergénico produzido a partir das asas deste inseto revelaram a
presenca de 6 proteinas potencialmente alergénicas consideradas como principais ou
major, definidas desta forma por Canonica e cols (2013), como aquelas encontradas
em mais da metade dos individuos testados.

Houve tentativa de identifica-las por meio de espectrometria de massas, no
entanto, foram identificadas duas proteinas, cujo numero de peptideos foi considerado
muito baixo. Uma delas apresentou-se em quantidade significativamente superior no
grupo estudo em relagdo ao grupo controle negativo: a vitelogenina. Varias outras

proteinas foram identificadas pelo Wb e provavelmente as mesmas estejam diluidas
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no extrato total de Bm, n&o tendo sido detectadas pelo espectrdmetro de massas nas
condicbes testadas.

Vitelina € a proteina mais abundante em ovos de insetos e o seu precursor, a
vitelogenina € importante durante o ciclo reprodutivo de varias 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 lepiddpteros e sabe-se que essa proteina
transportadora de lipideos € uma das principais, embora ndo se saiba o seu potencial
alergénico. Apds purificacdo da vitelogenina, procedimento obrigatério para avaliagao
de suas funcbes, foram encontradas 3 bandas nas alturas de 46, 180 e 200 kDa. A
primeira corresponde a cadeia leve e as 2 ultimas as cadeias pesadas (YANO., et a/,
1994). No presente estudo, foi encontrada uma banda na altura aproximada de 45
kDa em mais de 80% dos individuos sensiveis a mariposa. Devido a proximidade entre
45 e 46 kDa, inferiu-se que podem se tratar da mesma proteina. Sendo que ndo houve
reatividade a essa proteina no grupo dos participantes sensiveis ao acaro, 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
proteinas no extrato de Bm. Todas as proteinas encontradas apds eletroforese
também estdo 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 analise
deste material por espectrometria de massas, sejam identificadas as principais
proteinas envolvidas na sensibilizacdo alérgica destes participantes. Estas amostras
ainda ndo foram enviadas, pois se dispendeu muito tempo para padronizar cada etapa
da cromatografia e dos ensaios de Wb. As aliquotas purificadas estdo armazenadas
a -20°C e seréo posteriormente analisadas. Outra limitacdo desse estudo foi o numero
de participantes incluido, que foi baseado em estudos semelhantes de identificacdo
de alérgenos (LIU., ef al, 2008; JEONG., ef al, 2016), mas foi pequeno em termos
estatisticos, pois houve dificuldade técnica em realizar maior quantidade de
imunoensaios.

Como ainda n&o foram obtidos esses resultados por espectrometria de
massas, a discussdo sera baseada nas provaveis proteinas encontradas com base
nas massas moleculares, comparando-as a outras ja descritas em bases de dados
NCBI e PBD.
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Para afirmar que uma proteina é um verdadeiro alérgeno, deve-se identifica-
la por espectrometria de massas, desenvolver um recombinante e realizar
imunoensaios, que devem ser positivos com a mesma (KING ef al., 1994). Mas com
base nos testes realizados no estudo, verificou-se que a proteina localizada na altura
de 80 kDa esteve presente em todos os individuos reatores sensibilizados a Bm, ndo
sendo visualizada nos sujeitos sensiveis ao acaro da poeira, tampouco nos controles
negativos. Sendo portanto, um provavel alérgeno especifico da mariposa.

Foirelatado o caso de trabalhadora de uma fazenda, diagnosticada com asma
e rinite alérgica, onde havia infestac&o de grilos. Constatou-se reatividade cutanea a
3 espécies desse inseto, assim como positividade de teste de provocagao brénquica
com extrato feito a partir dos mesmos. Immunoblot revelou a presenca das seguintes
bandas: 107, 80, 58 e 52 kDa (LINARES; HERNANDEZ; BARTOLOME, 2008). Assim
como a proteina encontrada no presente estudo na altura de 50 kDa pode ser
correspondente a de 52 kDa nesse caso, pois como ja mencionado, ha dificuldade em
se identificar com precisdo a altura das bandas. Algumas proteinas sdo altamente
conservadas entre os insetos (SUN ef al, 2014), portanto a proteina de massa
molecular de 80 kDa pode ser comum a diversas espécies, como mariposas € grilos,
0 que pode gerar reatividade cruzada entre elas. Essa proteina foi encontrada em
todos os individuos reativos do grupo 1 € em nenhum dos sensiveis ao acaro da
poeira, sendo portanto uma proteina importante na sensibilizacdo pela mariposa e
provavelmente exclusiva deste inseto. Deve ser motivo de estudos futuros no esfor¢o
de identifica-la.

Bomb m 1 foi o primeiro componente alergénico 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 € em torno de 40 kDa, foi encontrada em cerca de 1/3
dos participantes, ndo sendo considerada um alérgeno principal. O que pode ser
explicado por conta das diferencas populacionais testadas, assim como a fonte e
maneira de preparo dos extratos crus de Bm. No estudo chinés foram selecionados
individuos com alergia ocupacional, enquanto neste, a sensibilizacdo 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 analise por Wb dos
soros de todos os individuos sensibilizados por meio de TCA com extrato

confeccionado a partir da larva de Bm reagiram positivamente a banda de 50 kDa,
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correspondente a proteina heat shock. Também encontrada na maioria dos
participantes do presente estudo.

Outro estudo realizado nesse mesmo pais identificou 6 proteinas alergénicas
contidas na pupa da Bm, a partir de pool de soros de individuos sensibilizados a Bm.
Uma delas, a thiol peroxiredoxina (22 kDa), foi capaz de induzir sintomas de asma em
um modelo murino. Das 5 demais proteinas encontradas, quatro foram caracterizadas:
heat shock (~ 20 kDa), proteinas da cuticula (~ 18 e 21 kDa) e quimiosensorial (~ 14
kDa) (WANG., 2016). Nenhuma das quais coincidiu com as proteinas encontradas no
presente estudo, possivelmente por se tratarem de ensaios a partir de extratos de
pupa e ndo 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 histérico de reagéo alérgica
alimentar apds a sua ingesta, rotina tradicional em paises asiaticos. Nesse estudo
chinés, foram encontradas as proteinas quitinase (~60 kDa) e paramiosina (~ 100 kDa),
que em comparagdo com acaro da poeira (componente Der p 11), apresentaram
similaridade no sequenciamento de aminoacidos de 90% (ZHAO., et al, 2015). No
presente estudo, foram encontradas proteinas reagentes a essas mesmas alturas de
bandas em aproximadamente 16% e 32% respectivamente. Embora n&o tenham sido
proteinas major, podem ter potencial alergénico para alguns individuos predispostos.
A medida que as proteinas sejam identificadas por espectrometria de massas, sera
possivel fazer analise comparativa com outros insetos € aracnideos, em busca de
reatividade cruzada.

A espécie de mariposa Plodia interpunctella, considerada uma praga de
alimentos em paises europeus e no Estados Unidos da América, tanto em ambientes
domésticos quanto em locais de armazenamento de alimentos como gréos e
castanhas foi estudada. Verificou-se a sua importancia como sensibilizante em 51%
de 102 participantes com histéria de alergia respiratéria por meio de IgE especifica no
soro. E a partir da amostra de um deles, foi possivel identificar a proteina arginina-
quinase, nomeada de Plo i 1, que apresentou reatividade cruzada com acaros, baratas
e camarao. Foi descrita também reatividade a um componente correspondente a
banda de 66 kDa, correspondente a transferrina, proteina envolvida no metabolismo
de ferro de diversos insetos (BINDER., ef al, 2001, YANO., et al, 1994). No presente
estudo, a grande maioria dos individuos sensiveis a Bm (aproximadamente 90%) e a

totalidade dos sensibilizados a acaro da poeira apresentaram reatividade por Wb na
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altura de 66 kDa. Sendo portanto, possivelmente um componente de reagéo cruzada
entre 0s mesmos.

Outro componente alergénico descrito a partir da pupa do bicho-da-seda
(Bombyx mori) em individuos com asma ocupacional foi Bom m 9 correspondente a
altura de 30 kDa, uma lipoproteina (ZUQ., et al, 2015) presente na hemolinfa, que é o
liquido circulatério de varios invertebrados. Encontrado também nesta mesma altura
de banda na maioria (aproximadamente 70%) dos participantes sensiveis a mariposa
do presente estudo. Algumas proteinas 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
proteina.

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 avaliacdo de
reatividade cuténea 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 varios insetos e artropodes,
incluindo traga, mariposa comum, barata e acaro 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 frequéncia de inibicdo de 53,3% entre individuos
alérgicos & pupa da mariposa. E uma proteina que apresenta forte homologia com
outras tropomiosinas de invertebrados incluindo moluscos e crustaceos, sendo
importante causa de alergia alimentar (JEONG., et al, 2017). Nos participantes do
presente estudo, foram avaliados 0s componentes alergénicos por meio de
ImmunoCAP ISAC, sendo encontrado Der p 10, que é uma tropomiosina em
aproximadamente 20% dos casos, todos estes apresentaram reatividade a 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 respiratédria a espécie de lepiddptero 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 a de 45 kDa, visualizada em mais de 85% dos
participantes. Como se sabe que ha homologia proteica de mais de 90% entre os
lepiddpteros (mariposas, tracas e borboletas), muitas também devem ser as proteinas
alergénicas comuns entre eles.

Em estudo coreano, foi identificada a glicoproteina 27 kDa a partir da pupa do
bicho-da-seda Bm, considerada alérgeno alimentar importante, ja que é causa de
anafilaxia apds 0 seu consumo em paises asiaticos (JEONG., et al, 2016). No estudo,
somente 4 de 19 individuos por Wb apresentaram reatividade a esta altura de banda,
provavelmente por se tratarem de diferentes vias de sensibilizagdo e de
desencadeamento de sintomas alérgicos, respectivamente alimentar e respiratéria.

Verificou-se nesse estudo de Jeong e cols (2016), que a glicoproteina 27 kDa
€ termostavel, apresentando maior reatividade a IgE ap0os fervura. Enquanto mais de
90% das demais proteinas estudadas desnaturou apds este processo. No presente
estudo, as amostras de extrato de Bm foram fervidas antes de realizar o Wb, portanto
provavelmente as proteinas que foram encontradas também s&o termoestaveis, ou
resistentes ao calor. Essa € uma caracteristica que confere a proteina maior
alergenicidade, podendo gerar reacbes alérgicas mais graves € menor chance de
tolerancia a este alérgeno (CANONICA., et al, 2013).

Até o0 momento, nado foi possivel identificar precisamente todas as proteinas
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 disponiveis. Possibilitando a

continuidade desta pesquisa.
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6 CONCLUSAO

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 proteinas alergénicas
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 proteinas ja foi descrita conforme pesquisa em bancos
de dados. A unica nao identificada foi a proteina de 80 kDa, que esteve presente nos
imunoensaios de todos os participantes reativos do grupo dos sensiveis a mariposa €
nao foi visualizada nos sensiveis ao acaro da poeira. Portanto € uma proteina
importante e especifica das asas da Bm. Assim como a de 45 kDa, encontrada na
maioria dos individuos sensibilizados a mariposa e da mesma maneira n&o visualizada
nos sensiveis ao acaro, essa sendo identificada por espectrometria de massas como
vitelogenina.

Demonstrou-se que ha proteinas reagentes comuns entre os individuos
desses dois grupos, devendo essas serem motivo de mais estudos principalmente

relacionados a reatividade cruzada.
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APENDICES

APENDICE 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Versao 2 — 24 de fevereiro de 2014

Titulo do Estudo: Alergia respiratéria a mariposa do bicho-da-seda (Bombyx
mori): identificagdo das principais proteinas alergénicas por meio de
Immunoblot.

Pesquisador: Dra. Laura Maria Lacerda Araujo

Responsavel: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Rua General Carneiro, n° 181

Curitiba — PR

CEP 80060-900

Tel.: (41) 3208-6502

Orientador: Dr. Nelson Augusto Rosario Filho

Pode ser que este documento denominado termo de consentimento livre e esclarecido
contenha palavras que vocé n&o entenda. Por favor, peca ao médico ou a equipe do
estudo para |he explicar qualquer palavra ou informacdo que vocé nado entenda
claramente.

INTRODUCAO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa médica que prevé
inclus&o de criangas e/ou adolescentes. Antes de consentir a sua participagao,
solicitamos que vocé leia ou peca a alguém que leia para vocé as informacdes
contidas neste termo de consentimento.

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar 0 desenvolvimento de alergia a mariposa em
pessoas com diagndstico de doencgas respiratorias alérgicas.

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

A denominagao atopia ou alergia refere-se a uma tendéncia pessoal e familiar de
produzir anticorpos em resposta a estimulos 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
doencas é importante para a implementagdo de controle ambiental ao tratamento ja
utilizado, melhorando a qualidade de vida dos pacientes.
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A mariposa € um inseto muito comum em nosso meio € a investigacdo sobre sua
relevancia clinica como causadora das doengas acima citadas € interessante para
instituir medidas de controle, que auxiliem no tratamento e nas consequéncias das
doencas respiratérias alérgicas.

Se apos a leitura deste termo, vocé decidir que concorda com a sua participa¢ao neste
estudo, sera pedido que vocé assine e date este documento para confirmar que vocé
recebeu todas as informagdes necessarias e pertinentes sobre 0 estudo e permitiu
voluntariamente a sua participagdo. Vocé recebera uma via assinada e datada pela
pessoa que lhe explicou este documento.

OBJETIVO
O objetivo deste estudo € determinar os principais proteinas envolvidas no

desenvolvimento de alergia respiratoria @ mariposa. Serao realizados testes cutédneos
alérgicos e coleta de sangue por pun¢&o venosa nestes pacientes.

INFORMACOES GERAIS

Este estudo contara com a participagdo de criangas e/ou adolescentes e sera
realizado no Servico de Alergia, Imunologia e Pneumologia Pediatrica da
Universidade Federal do Parana, com o intuito de fornecer dados para a tese de
doutorado da pesquisadora responsavel pelo estudo.

PROCEDIMENTOS A SEREM SEGUIDOS DURANTE O ESTUDO

Se vocé concordar com a sua participagdo na pesquisa, assinando este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, a médica responsavel podera utilizar-se dos
dados coletados.

Sera feito teste cutaneo 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 reagdo. E
posteriormente coleta de 5mL de sangue para avaliacdo laboratorial de alergia a
mariposa. Para a retirada de sangue sera feita uma pun¢do com agulha na veia da
dobra do antebraco, o que pode causar dor. O sangue sera testado em laboratério
para a presenca de anticorpos contra a mariposa.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

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

POSSIVEIS BENEFICIOS

Nao ha garantias de beneficios possiveis devido a sua participacdo neste estudo.
Entretanto, € garantido que vocé continue a receber acompanhamento médico
periddico ambulatorial no Hospital de Clinicas. E a sua participagédo juntamente com
outras criangas ou adolescentes contribuira para reconhecer a presenga e importancia
da sensibilizacdo a mariposa nos pacientes com doengas alérgicas. Melhorando a
forma de tratamento desses pacientes.

COMPENSACAOQ POR PARTICIPACAO E RESSARCIAMENTO DE DESPESAS

Vocé n&o recebera pagamento pela sua participacéo neste estudo.

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

PARTICIPACAO VOLUNTARIA E DESISTENCIA DO ESTUDO

A participacdo neste estudo € voluntaria. Vocé pode desistir da sua participagéo no
estudo a qualquer momento sem sofrer consequéncias ruins, ou perda de seus
direitos. Se ocorrer a desisténcia da sua participacao no estudo, os dados de pesquisa
obtidos antes da decisao ainda poderao ser utilizados dentro dos limites permitidos,
mas nenhum dado novo sera coletado posteriormente.

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

Para perguntas relacionadas a esta pesquisa ou para relatar um problema de saude
relativo a pesquisa, vocé deve procurar:

Dr? Laura Maria Lacerda Araujo

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Rua General Carneiro, n° 181

Curitiba - PR

CEP 80060-900

Tel.: (41) 3208-6502

Se vocé tiver duvidas sobre os seus direitos como sujeito da pesquisa, vocé podera
procurar:

Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica 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 informagbes de contato incluindo o nome completo,
endereco e numero de telefone sera mantida pelo médico do estudo separadamente
dos demais dados do estudo. Os dados do estudo seréo registrados em uma Ficha
Clinica, ou seja, um documento confeccionado exclusivamente para coleta dos dados
obtidos pela sua participagao no estudo.

Todas as informacgdes que forem coletadas e os registros da participacado do(a)
seu(sua) filho(a) neste estudo serdo mantidos sob sigilo e confidencialidade. Todas
as legislagdes, resolugdes e cddigos de ética brasileiros ser&do cumpridos no decorrer
deste estudo.

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

As informagdes obtidas serdo combinadas com 0s resultados de outras criangas ou
adolescentes que também participam do estudo. Estas informagdes serdo utilizadas
de maneira que néo seja possivel identifica-lo(a). Os registros capazes de identifica-
los ser&o mantidos de maneira confidencial por seu médico conforme determinado por
nossas leis e ndo seréo colocados a disposi¢ao publica.

Os resultados do estudo poder&o ser publicados ou utilizados também nos relatorios
do estudo e apresentagdes cientificas; entretanto a sua identidade ndo sera revelada
em nenhum momento.

Vocé tem o direito de verificar e fazer uma cépia do seu registro relacionado a

pesquisa apds a finalizagdo da mesma. Vocé pode solicitar esses registros ao seu
meédico da pesquisa.

USOS POTENCIAIS DOS DADOS DO ESTUDO

Neste estudo, informacbes sobre a sua saude pessoal serdo coletadas a partir dos
registros meédicos e/ou relatérios de pesquisa. Serdo utilizadas nos relatérios do
estudo para tese de doutorado da pesquisadora responsavel ou para apresentacdes
e publicacbes cientificas; tais relatérios e publicagcbes nunca o(a) identificardo pelo
nome.

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO
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Eu li e entendi o conteudo deste documento. Tive oportunidade de discutir o estudo
com meu médico (ou alguém de sua equipe designado para este fim) e me sinto
suficientemente familiarizado com o estudo para dar o consentimento voluntario da
participacdo de meu (minha) filha (a) neste estudo. Eu recebi uma cdpia deste
consentimento e minhas duvidas foram esclarecidas de maneira satisfatoria e em
linguagem que posso facilmente entender.

Ficaram claros para mim quais s&o os propositos do estudo, os exames realizados e
possiveis desconfortos, assim também como as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a participagdo do meu (minha)
filho (a) € voluntaria, isenta de despesas e que a qualquer momento eu posso retirar
o consentimento de participagdo no estudo sem prejuizos com relacdo ao
acompanhamento médico a que ele (ela) tem direito.

Nome do sujeito de pesquisa

Assinatura do responsavel pelo sujeito de pesquisa

Data

Nome da Pessoa Responsavel pela explicacdo do documento

Assinatura da Pessoa Responsavel pela explicacido do documento

Data
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APENDICE 2 — PROVAVEIS PROTEINAS NOS PARTICIPANTES REATORES DO

GRUPO 1

APENDICE 2 — PROVAVEIS PROTEINAS POR WB NOS PARTICIPANTES REATORES DO GRUPO 1 (n=19)

MM T 2 3 4 & 6 7 8 9 10 T 2 3 iz 15 7 9 21 2 TOTAL (%)
(kDa) A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

185 X T(53)
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)
-] 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(421)
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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APENDICE 3 — PROVAVEIS PROTEINAS NOS PARTICIPANTES REATORES DO
GRUPO 2

APENDICE 3 — PROVAVEIS PROTEINAS 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 — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANQOS - CHC-UFPR

HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO Wﬂl"
PARANA - HCUFPR

CEP/HC/UFPR
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da prevaléncia de reatividade cutanea ao extrato alergénico de mariposa e
presenca de IgE especifica através do método ISAC em criangas com alergia
respiratoria.

Pesquisador: Laura Maria Lacerda Araujo

Area Tematica:

Verséo: 3

CAAE: 27605914.2.0000.0096

Instituicdo Proponente:Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer; 627.256
Data da Relatoria: 14/04/2014

Apresentacéao do Projeto:

Resumo:

Uma alta taxa de sensibilidade a mariposa foi detectada em pacientes com diagnostico de asma, rinite e
conjuntivite alérgicas através da positividade de teste cutaneo alérgico por puntura e da presenca de IgE
especifica no soro. A sensibilizacéo & mariposa é causada principalmente por alérgenos encontrados em
suas asas, no entanto, particulas em suspensdo no ar (escamas, secrecoes e resquicios de insetos
desintegrados)tém sido implicadas como causa de alergia. Em 1997, ROSARIO, realizou testes cutaneos
alérgicos em 250 criancas atopicas em acompanhamento no Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parana e detectou que 96 (38,4%) apresentavam testes cutaneos 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 frequéncia, de positividade aos testes cutdneos por puntura com alérgenos inalaveis.
A principal foi Dermatophagoides pteronyssinus 5000AU (Hollister-Stier/Bayer Corporation-Spokane,
WAUSA), correspondendo a aproximadamente 97,5% (754/772) de reatividade. O alto indice de
sensibilizacdoas mariposas merece melhor avaliacéo sobre sua relevancia clinica e uma identificacéo mais
minuciosa de seus alérgenos.

Estudo transversal com 100 criancas e adolescentes diagnosticados com asma e rinite alérgica.

Enderegco: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gloria CEP: 80.060-900
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO gqm“m mo
PARANA - HCUFPR

CEPHCUFPR

Continuagao do Parecer: 627.256

Hipotese:
Espera-se encontrar alta taxa de sensibilidade & mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mori) em pacientes
com alergia respiratoria.

Obijetivo da Pesquisa:

Os objetivos deste projeto sdo: a)preparar o antigeno de Bombyx mori para a confeccdo de extrato
alergénico em concentragoes pré-determinadas e realizagao de prova imunologica; b)avaliar a prevaléncia
da reatividade cutanea ao extrato alergénico de Bombyx mori através de testes cutaneos alérgicos em 100
criancas atépicas acompanhadas no Ambulatorio de Alergia Pediatrica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parané; c)identificar IgE especifica para os principais alérgenos da Bombyx mori

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

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

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

Beneficios:

Nao ha garantias de beneficios possiveis devido & participacdo neste estudo. A participacao contribuira para
reconhecer a presenca e importancia da sensibilizacdo 4 mariposa nos pacientes com doencas alérgicas.
Melhorando a forma de tratamento desses pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa de pesquisa se apresenta estruturado e coerente em relacdo a ética na pesquisa
envolvendo seres humanos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Todos os Termos obrigatérios foram anexados. Pendéncias atendidas de forma adequada.

Recomendacoes:

E obrigatorio trazer ao GEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi aprovado,
para assinatura e rubrica. Apos, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma para
o participante da pesquisa.

Endereco: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-300
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO \C S QWWM ma
PARANA - HCUFPR

CEPHC/UFPR

Continuagao do Parecer: 627.256

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Foram encaminhados os itens pendentes: Cv dos pesquisadores, cronograma, orcamento dos custos de
envio de amostras para fora do pais, ciéncia do laboratorio quantos aos exames de rotina; hemograma,
VHS, IgE e Termo de assentimento.

Projeto considerado aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacido da CONEP:
N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuicoes definidas na Resolucdo CNS 466/2012, manifesta-se pela aprovacdo do projeto conforme
proposto para inicio da Pesquisa. Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatorios semestrais
sobre o andamento da pesquisa, bem como informacoes relativas s modificagtes do protocolo,
cancelamento, encerramento e destino dos conhecimentos obtidos.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatérios semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente a pesquisa. O
pesquisador deve manter os documentos arquivados sob sua responsabilidade, pelo prazo de cinco anos
apos o termino da pesquisa.

CURITIBA, 27 de Abril de 2014

Assinador por:
Renato Tambara Filho

(Coordenador)
Endereco: Rua Gal. Carneiro, 181
Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-900
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.uiprbr
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ANEXO 2 — PRODUCAO ACADEMICA

3}, | ARQUIVOS DE emmamu
‘t"ﬁ-' ASMA, ALERGIA

Attigo de Revisio

s | FIMUNOLOGIA

Alergia inalatdria a insetos
Inhalant allergy to insects

Laura Maria Lacerda Araujo’, Nelson Augusto Rosédrio-Filho!

RESUMO |

| aBsTRACT

Asrma & rincconjuntivieakngicas a0 doangas que apressantam al-
ta prevalencia mundial. Os asrakiigencs estio eniecs principals
Talores desencadaantas desiniomas am Indwiduos serslblzades,
Ha cenlenas de alérgenos Inalantes envolidos ness processo;
param, o prowenienias de Insstos, ambora requentss, Bm skdo
poucn valorizados na prética dinica. Esta revisfo busca demans-
trar, & partr de sstudos raksaniss, a Impor@ncla dagts tema.

Descritores: Alrgencs, Inssios, asma, rinfe akingica.

Introdugéio

Houve um aumento da incidéncia das doancas
alérgicas respiratdrias nas ultimas décadas, sando
consideradas problemas de sadde pdblicat. A san-
sibilizagso a alérgenos inalaveis & um fator de risco
para o daservolvimento de asma e rinite alérgica=?2,
portanto, o conhacimanto a respeito dos asroalérga-
nas & fundamental para o diagnéstico e tratamento
dastas doongashs.

O papel dos insstos na produgio de alérgenos
inalantes & desencadeamento da sintomas respira-
tirios vemn sando discutido ha décadas®. Marposas,
borbolstas, mosquitos e baratas ja foram descritos
como sansibilizantes em ambientes extarncs, mas
principalmente intradomiciliares™. A quantidade &
variedade de espécies pode ter distribuigdo sazonal
da acordo com o clima, ou ciclo reprodutivo de cada
inseto?, A importincia das diferentes espécios da in-

Allerglc asthma and rhinoconjunctiviis are highly prevalant
disaases wirldwida, Aercallefgers are among He malor riggars
of symptoms In sersiiized Individualks. There are hundreds of
Inhialart alengers Invwoived Inthis process; hossver, the ones from
Insacts, hough frequent, have bean underestimated in cinkcal
practica. This revies sesks to demonstrate, based an rakvant
shudles, the Importancs of this subject.

Keywonds: Allergens, Insecta, asthmea, alangle minltis.

setos como fortes alergénicas conforme a localizagdo
geagrafica ndo estd bam definida. Estma-sa que haja
mais da 10 milhdas de espécies da insstos, embora
soments cerca de 750.000 tenham sido identifica-
das por entomologistase. Sdo capazes de explorar
os ambiantes tarrastras, adracs e aquiticos. O sau
sucesso avolutivo s deve, em grands parts, ao fato
detaram desanvolvido asas, o que os pammitiu atingir
novos habitats, tarto na procura por alimentos, como
para fugir des inimigeos; além de produzirem um ovo
revestido por material muito resistenta, denominado
canotl,

Residuos qua emanam dos insetos, como esca-
mas, peles, secragies o partes desintegradas do
corpo podem estar contidos na posira doméstica,
desencadeando sintomas da asma e rinoconjuntivite
akérgica em individuos sansibilzados®. Até o momernto

1. Universidads Fedural do Parand, Pedisina - Curitia, PR.

Submistida et 22052018, sceibo em 3W0SOE.
Ary Asma Alary Imunol 2078:2{3) 207301

Iripateke ool ong M .50 35/ 2E.0E 53013 0 BOD3E
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hé pouca informagio sobre incidéncia, naturaza, rea-
tividada clinica e cruzada entra alérgancs de insetos.
Com o objetiva de valorizar a onipresanca dos insatos
nos mais diversos ambientes, inclusive domésticos,
sajua uma revisdo sobre seus principais alérgenos
inalantes & sua relagdo com as doangas alérgicas
respiratorias.

Classificacdo dos insetos

s insetos fazem parte dos artrépodes, o maior
grupo animal existerts na superficie temestra. Ao
longo do processo evolutivo, adquiriram enorme
capacidade adaptativa, sobravivendo em todos os
habitats tamastras. A caracteristica principal dessas
animais & a presanga de um exoasqualsta. O grupo
& formado por crusticeos, diplopodes e chalicara-
tos, estes dlimos incluem as aranhas; mas sdo os
insetos que se destacam com mais de 80% das
espéciast?,

Toda espécia da animal vivo & caractarizada por
dois nomes latinos: o primairo referamta ao génarg,
o saqundo & aspécie. Incluidos em grupos maiores
de forma crescente por afinidades como sague:
famfilia, ordem, classe, filo e reino. A classe dos
insetos (Hexapoda) contém 20 ordans, separadas
conforma caracteristicas fisicas similaras (quantidada
do azas o outras), sendo as principais: Hamiptera
{cigarras, percevejos), Orthoptara (griles, gafanhotos),
Coleoptera (besouros), Lepidoptara (borbolatas, ma-
riposas), Hymanoptera (abelhas, vespas, formigas),
Diptera (moscas, mosquitcs), antre outras?,

Alérgenos inalantes de insetos

Divarsos componentas do corpo dos insetos po-
dem ser alergénicos. Para que so tornem alérgenos
inalantes, suas proteinas deviam estar am suspensao
no ar. Ha frés principais maneiras deste processo
ocormar. A primeaira & por meio do corpo do inseto
morto, qua pelo fato de sar saco e leve, toma-sa
parte da posim domaéstica. A segunda forma se da
por destaque de pelos, escamas e exoesqueleto
deixado por alguns insatos duranta a metamorfosa.
Por fim, produtos de secragio metabdlica, como
as fezes, podem =& tornar potenciais alérganos. A
disparsdo destas particulas ocorra de forma ativa
pela migragio dos insetos para diversos ambiantes,
o de forma passiva, pelo ar.

Estudos utilizando diversos métodos de coleta
am ambientas aterncs & domésticos identificaram

e encontraram atos niveis da alérganos de bamtas,
moscas @ borboletas em amostras de poeira®. Foram
idantificados alérgencs de quironomidecs (mosquitos
da ordem Diptara) na hemoglobina destes insetos.
Qutros alérgencs de insetos (gafanhotos, grilos,
abalhas, besourcs e larvas de mosquitos) foram
relacionados ao dessmolvimento de asma & rino-
conjuntivite alérgica em ambientes ocupacionais!.
Em determinadas dreas geograficas, ocomam aler-
gias respiratdrias sazonak a determinados insotos,
como moscas o mosquitos. Recertementa foram
identificados alérgenos de um pequano basouro de
orfigem asidtica, chamado Hamonia axyridis, como
dasencadeantas de alergia respiratdria sazonal na
Europa & na América do Morte!!,

Seguem os principais insetos emvolvidos na san-
sibilizagdo alérgica a inalantes.

Barata

O primeiro relato de alergia respiratdria 4 barata
foi publicado ha mais de 50 anos, & tem sido o insato
mais estudado desde entio. HA em tomo de 5.000
espécies de barata descritas, mas duas sdo respon-
saveis porinduzir a maior parte dos casos de alergia:
Biatella germanica e Periplaneta ameicana 1213,

Séo fontes importantes de alérgence intradomi-
ciliares em dreas urbanas, principalmenta em locais
coim baixo nivel socicacondmico. Alérgencs de barata
padem sar encontradas em todos o cdmodos da
casa, mas na cozinha o niveis sdo mais alevados,
indicando irfestacio. Mo antants, os que estio locali-
zados nos quartos sdo responssveis pela sansibiliza-
;o3 Secragles corporais & invdlucros de oves das
baratas secam, tomando-sa componantss da posira
doméstica, que podem permanecer no ambiemts por
mesas, masmo apdés a remocio destas insetos.

Ja foram descritos mais de 10grupos de aléroencs
da barata, & novos estdo em processo de identifi-
cagiotd, Os mais estudados tdm sido Bla g 1, Bla
g2 Blag4, Blag 5, Bla g & (Rlatella gormanica)
Par a 1, Par a 3, Par a 7 (Perplansta amencana).
Caracterizadas como protease aspartica, calcina,
troponina, tropomiosing, arlophorina e glutationa-
S-transferase; sdo encontradas na saliva, intasting,
corpo, fazes o remanescantes do exoesqueleto das
baratas. Até o momenta, saba-se que os alérgenos
mais arvolvidos do procssso de hiparsensibilidade
sioBlag1,Blag 2 e Para 19, sendo qus os alér-
ganos do grupo 1 (Bla g 1 & Par a 1) apresantam
reatividade cruzadal®.
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Estudo brasileiro em que foram realizados tastas
cutineos alérgicos em 294 adolescantas damonstrou
positividade de 15,8% para Perplansta americana,
& 13,4% para Blatells germanica. Desta total, 470
individucs tinham diagndstico de asma a/ou rinita, &
nestas, as taxas detestes positivos para os mesmos
alérgenos foram maiores: 20% & 17,2%, respectiva-
menta8. Em outro estudo, 101 criangas e adolescan-
tes que apresentavam doenga alérgica respiratoria
foram submetidos a teste molecular para detecgdo da
componentes aleménicos (103 no total). Encontrou-se
positividads de 0,09 paraBlag1eBlags, a188%
para Bla g 7, sando que os dois primaircs indicam
sensibilidade genuina a barata, e o ditimo indica com-
ponente de reagdo cruzada com outros alérgenos de
dcaro, halminto & camardo’?.

Estd bem estabelecido que exposigio a alérge-
nos de barata (Bla g1 a Bla g 2) na infancia precoca
estd fortaments associada ndo somenta a aumernto
da sensibilizagdo, mas também pode contribuir para
o deservolvimento de asma nestas criangas. E nos
paciantas que ja t&m diagndstico, pode alavar as ta-
¥as de admissdo hospitalar e outros pardimetros de
morbidade relacionada & asma®,

Meosquito

Hé descrigdas sobre asma & rinite desancadeadas
por espécies de moscas o mosquitos como may fy
& caddis fiy publicadas desde a década de 19501,
Detritos emanados a partir de mesquitos podem sar
liberados no ar & sa tomar potentas alérgencs inalan-
tog, causando doangas respiratirias 1gE mediadas.
Ha trés espécies de mosquitos que sdo comuns &
podem estar ervolvidas neste processo: Culex quin-
quefasciatus, Aedes aegypl e Anophales stophensi
Ma [ndia, foi descrita pala primeira vez a presanca
de alérgenos de mosquitos em pagquenas particulas
no ar, e que estas poderiam ser inaladas e provocar
sintomas relacionados a asma a rinite alérgica’®,

Maste mesmo astudo, realzado am individuos
sansibilizados ao mosquito Culex quinguefasciatus
{por taste cutineo aléngico com extrato confeccionado
a partir do corpo desta inseto e IgE especifica sérica),
evidenciou-se por imunoensaios que hd homologia
proteica antre as rés espécios supracitadas de mos-
quito. Os masmos 26 individucs foram submetidos a
teste cutdneo alémico para as espdcies Aedes aogyodi
a Anopheles stephensi, o 72% aprasantaram positi-
vidade aos trés, demonstrando que hd reatividads
cruzada entre eles™, Foram idenfificados alérgenos

a partir da saliva e corpo destas trés espécies da
mosquitos: Asdes aegypt (Aad a 1- 11), Anopheles
gambia(Ano g 7), e Culex guinguefasciatus (Cul g4 -
&), porém, as protainas estudadas sdo relacionadas a
reagtas na pele apds a picada destas insetos® 4,

Aprotimadamenta 20% de alérgicos ao acaro
da poeira doméstica na Holanda aprasantaram
anticorpos IgE confra traga, barata efou mosgquito
{familia Chironomidase). Mos pacientas alérgicos cuja
IgE aspacifica foi negativa para Dermatophagoides
pleronyssinus, mencs de 5% reagiram aos trés
imsatos, demonstrando que ha reatividade cruzada
antra alas®,

Estudo realizado com asmaticos na cidade de Séo
Paulo mestrou positvidade ao teste cutinao alérgico
(TCA) com extrato de mosquitos em 325921, @ no
Japdo, encontrou-se frequéncia de 19,4% de positi-
vidade a mosquito por IgE aspecfica no soro de indi-
viduos portadoras de rinite alérgica??. Sugars-sa qua
alérgenos de mosquito sajam mais valorizados, ndo
somente como desencadeantas de reagdes cutineas,
masg também de sintomas respiratdrios,

Mariposa

A espécie de mariposa maks estudada é a do
bicho-da-seda Bombwx mon, cuja importincia foi
imicialmanta comprovada am trabal hadoras da indis-
tria da seda, que apresantavam alergia ocupacional.
Durants a criagdo do bicho-da-seda, os trabalhadores
estio expostos diretamente acs seus antigenos ina-
laviis, prasentes desde a selagdo até a aclosdo dos
casulos, quando hd contato com posira das asas das
mariposas®®, Estes alérgencs podem desencadear
sintomas de asma & rinoconjurtivibe®-2=,

Em estudo chings, verificou-sa que 68 de 20 sarici-
cultores apresentavam sintomas de alergia respirati-
ria, @ 14 inham diagndstico de asma ocupacional. Os
alérgenos relacionados foram provenientes de casulos
& urira do bicho-da-sada, o excracbes oastamas das
asas das mariposas?. A mariposa do bicho-da-sada
tem reatividade cruzada com oufras espécies de ma-
riposas e borboletas, e foi comprovado que pacientes
com doangas alérgicas respiratérias podam também
desanvolver simtomas a partir da exposicao ambiental
a0s saus alérgenos, NAo somente apds contato com
antiganos no local de trabalho?822,

Com o objetivo de verificar as concanfragies da
antigence dea mariposa na cidade de Minnesota,
Winn e cols. analisaram amostras de posira em am-
biente extarno (ndo domicilian duramte um periodo

71



300 am Asma Marg Imural -2 W3, 2018

Algrgia nalapiis s neaios— Armilo LUl & Rosddo Fiho NA

de 3 anos, Verificou-se por meio radicimunoensaio
niveis comparaveis acs de alérgenos de polens, &
encontrou-se indices mais altos em determinados
mases do ano. Os autores concluem que a mariposa
reprasanta importants alérgeno sazonal nos Estados
Unidos da América.

Meste masmo estudo, foram realizados testes
cutinecs com extratos de mariposa am 257 paciantos
sensbilizados a asroalérgancs comuns, & houve 45%
da reatividade nesta populagdc®. Ma China, 40% da
175 pacientes com alergia respiratdria eram sensibi-
lizados & mariposa do bicho-da-seda. Praticamente
metade destas, também era sensivel a palo manos 1
de 9 outros alérgencs inalantas testados por meio da
IgE especifica sérica™ . Estudo brasilairo realizado am
criangas e adolescontes com diagndstico de asma &'
ou rinite alémica indicou por meio de testos cutineos
alérgicos & IgE espacifica sérica qua Bomibyx movifoi
o segundo akrgeno sansibilizante mais frequants,
apds dcarcs da poairaie,

Sd0 descritos dois alérgenos principais da ma-
ripesa do bicho-da-seda: Bomb m 1, relacionado
principalmente & alergia alimentar, em locais onde
s2 consome a pupa da mariposa'¥, @ Bomb m 7,
tropomicsina considerada panalérgeno, capaz de
aprasentar ampla reatividade cruzada com compo-
nentes de outros insetos, como Der p 10 (provenients
do dcaro Dermaiopha goides peronyssinus), e Blag?
{proveniente da barata Blattalla germanica 3524,

Ingatos como panalérgenos

Desde o século passado, vdrocs estudos wém
demonstrando reatividade cruzada entre antigenos
da ingatos. Em 1958, enconfrou-se por método da
inibigAo de hemaglutinagdo, um antigeno am comum
entre a espécie da mosca Phommia reging e baratas®.
Ancs apds, usando a mesma técnica, foi demonstrado
gue havia antigano comum entre espécies do borbo-
leta, marposa, gafanhoto e mosquito®, Outro estudo
francés verificou que 30% de pacientas com alergia
regpiratdria a determinade inssto doméstico aprasan-
tavam tastes cutdneos a IgE espeacifica sérica (RAST)
a outros insetos e arrdpodes, enfre ales: baratas,
bogourcs, moscas, mosquitos, mariposas, tagas &
gafanhotos. Os autores comentam que um individuo
pode se expor a um enorme repeartdrio da insstos nos
mais diversos lugares, e @ dificl determinar so ala
tamn miltiplas sensibilizag®as por conta de multiplas
exposiotas a insetos, ou se ha significativa reatividade
cnuzada entre eles. Hd ainda a possbilidade de ambos

S mecanismos poderem astar presentas no mesmo
individuo, mas sugere-sa qua deva hawver um antigeno
sansibilizanta primario, e postarior reagio cruzada
entra alérgenos de diferentes espécies™,

A partir da intredugdo de tédcnicas de biologia
molecular, foi possivel definir melhor os epitopos
alergénicos & identificar sa ha sensibilidade genuina
a determinado alérgeno, ou presenga de reatividada
cruzada®s-®, A fropomicsina @ um dos principais
panalérgencs, presenta em insetos e artrdpodes,
mas também em outros imvertebrados, como dcaros,
maluscos, crusticans e nematddecs. Jd foiverificada
reatividade cruzada entre astag1s333430,

Conclusio

Sensibilizagdo a alérgenos de insatos tem sido
descrita mundialmernts, porém subsstima-sa a sua
importdncia como causa de doengas akrgicas res-
piratdrias. Dada a alta prevaléncia de asma & rinite
alérgica & o sau impacto na salde da populagio
mundial, deve-sa incentivar realizagio de novos
estudos scbre oz sous desencadeantas.

O parfl de sensibilidade alergénica apresanta
variagfas individuais & ambientais, no entanto deve-
se considem@r que os insstos estio presantes nas
mais variadas localizagdes, em nUmero exprassivo e
foi comprovada a sua relagdo com desamvolvimanto
de sintomas alérgicos respiratdrios. Portanto, torna-
se fundamertal aprofundar o conhacimento sobra
o5 seus alérgenos para melhomr o diagndstico, o
tratamento & a prevencio de alangia a inalantes.
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KEYWORDS Abstract

Sensitization; Objective: this study imed to prepare a silkworm moth (Bambyx morl) antigenic extract and
Math; to perform skin prick tests with this extract in patients with allergic respiratory dieases; to
Asthma; evaluate serum specific Immunoglobulin E (1gE) to Bombyx mori using ImmuncCAP @ system and
Blamsiss to report the frequency of positivity between the two methods and with clinkcal data.

Methods: this was a cross-sectional study with 59 children and adolescents diagnosed with
asthma and/or allergic rhinitis, who had skin reactivity to at least one of the six aeroallergens
tested. Clinical data were evaluated: skin prick tests with Bombyx mor in-house extract, and
total and specific E analysis using ImmunoCAF® were performed.
Results: the frequency of Bombyx mor specific IgE was found to be 52.5% and 60% using the
skin prick test and IMmuncCAPE, respectively. An assoclation between a positive skin test for
Bombyx mor and the presence of allergic rhindtls, atopic dermatitis, and urticaria was observed,
but the same was not true for asthma or allerglc conjunctivitis. There was no relation with the
saverity of asthma or rhinitk symptoms.
Conciusions: a high frequency of sensitization to Bombyx mor was observed in a selected pop-
ulation of patients with respiratory allergic diseases in the city of Curitiba, state of Parana,
Brazil. The extract prepared from the wings of this moth species Is effective in demonstrating
this sensitivity.
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PALAVRAS-CHAVE
Sensibilizacao;
Mariposa;

Asma;

Rinite

Alergia respiratdria 3 mariposa: importdncia da sensibilizacao & Bombyx mori em
criangas Com asma e rinite

Resuma

Objethvo: Preparar extrato antigénico da mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mord) € realizar
testes cutdnecs com esse extrato em paclentes com doencas respiratirias atérgicas, avallar IgE
sérica especifica para Bombyx mari wsando o sktema ImmunoCAP® e relatar a frequéncia de
pasitividade entre os dots métodos e com dados clindcos.

Métodos: Estudo transversal com 99 criancas e adolescentes com diagnistico de asma el ou
rinfte alérgica, que apresentaram reacio cutinea a pelo mencs um dos sets aeroalérgencs
testados. Os dados clinfcos foram avallados; tesbes cutdneos com extrate de Bombyx morf &
andlise de IgE total e especifica par ImmunoCAP® foram realizades.

Resultados: A frequéncia de IgE especifica para Bambyx morl fol de 52,5% e 60%, respectiva-
mente, pelo teste cutineo e ImmunoCAPE. Fol observada uma associacio entre o teste cutines
positivo para Bombyx marf e a presenca de rinlte alérgica, dermatite atopica e wrticara, mas
0 MESMo N&0 COMTEU Para a asma ou conjuntivite alérgica. Nao houve relacio com a gravidade
dos sintomas de asma ou rindte.

Conciusdes: Alta frequéncia de sensibilizacio & Bormiyx morl fol encontrada em wma populaCio
selecionada de pachentes com doencas alérgicas respiratdras na cidade de Curitiba, estado do
Farana, Brasil. O extrato preparado a parthr das asas dessa espécle de marlposa € eficaz em
demonstrar essa sensibilidade.

© 2013 Socledade Brasilelra de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
Exte & wm artign Open Access sob 2 Feeca de COC BY-NC-ND

Introduction

Sensitization to inhalant allergens is a risk factor for the
development of allergic diseases such as asthma and rhini-
tis. Knowledge about sensitizing allergens and their degree
of exposure in different environments is essential for the
diagnosis and treatment of allergic respiratory diseases.
Dermatophagoides pteronyssinus and Blomia tropicalis mites
are the main sensitizers for patients diagnosed with asthma
and allergic rhinitis.'-*

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 cause of asthma and is considered to be a
public health issue.* There have been descriptions of asthma
and rhinitis triggered by species of flies and mosguitoes such
as the mayfly and the caddis fly.** A study conducted with
asthmatic patients in the city of 530 Paulo, Brazil, evidenced
positive skin prick test (SPT) with mosquito extract in 32.5%
of cases, and positive SPT with moth extract in 5% of cases.”

There hawve been several reports of 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 with dust from the moths' wings.® These
allergens can trigger asthma,” rhinitis, and conjunctivitis
symptoms. '

The silkworm moth has cross-reactivity with other
species of moths and butterflies; it has been shown that
patients with respiratory allergic diseases can develop symp-
toms from environmental exposure to their allergens.'’ '
Concentrations of moth antigens verified by mdicimmunoas-
say in samples of dust in the external emvironment (not

home) for a peried of three years were high and at levels
comparable to those of pollen.

Skin tests with moth extract in allergic patients had
45% reactivity in this population.™ In 1997, allergy skin
tests in atopic children in the city of Curitiba, state of
Parana, Brazil, detected 3B.4% of positivity to moth extract
(1:20 Heterocera weight/volume ), the second most frequent
after the Dermatophagoides pteromyssinus mite (97.5%). It
was suggested that the high rate of sensitization to maoth
required a better evaluation of its clinical relevance. ™

The aim of this study was to determine the sensitivity to
Bombyx mori by SPT using silkworm moth wing antigens and
specific serum immunoglobulin E (IgE) in children diagnosed
with asthma and/or allergic rhinitis.

Methods

Thiswas a cross-sectional study with non-probabilistic samp-
ling of 99 children and adolescents of both genders with a
diagnosis of asthma and/or allergic rhinitis treated at the
outpatient allergy clinic of Allergy and Pediatric Immunol-
oy Service, Hospital de Clinicas, Universidade Federal do
Parana, with positive SPT for at least ome of the fol-
lowring antigens: Dermatophagoides pteromyssinus, Blomia
tropicalis, Blattella germanica, Lolium multiflorum, dog
epithelium, or cat epithelium.

The diagnosis and classification of respiratory allergic dis-
eases (asthma and rhinitis) followed the recommendations
of the Global Initiative for Asthma (GIMA)"” and Allergic
Rhinitis and its Impact on Asthma (ARLA), ™ respectively

The allergen extract of Bombyx mori was prepared from
the wings of this species using the following method: the
material from the insect was macerated with a pestle in a
ceramic mortar and the content was degreased with ethyl
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ether. For antigen extraction, the approximate amount of
1g of insect particles was placed in 20mL of cold sterile
buffer solution (PB5), mixed for six minutes, and allowed
to stand for 4Bhours at 8°C. The mixture was then cen-
trifuged for 13minutes at 12,000 rpm, and the supernatant
was filtered using sterile polyethersulfone filters (Millipore
Express@ PLUS Membrane Filters, USA) containing pores of
0.2 micrometers in diameters.

After bacteriological sterility tests, the filtrate was
diluted in 50% glycerin, 1:20 {weight/volume). This final
concentration was chosen to allow for comparison with
the results of a similar study conducted in 1997, in which
allergy skin tests were performed with allergen extract stan-
dardized at 1:20 from Heterocera sp. moth (Hollister-Stier
Laboratories®, IS4 ) in children diagnosed with asthma and
allergic rhinitis.' This concentration of 1:20 is commontby
used by manufacturers of glycerinated allergenic extracts
for SPT. The allergen extract was stored in bottles with a
dropper and kept refricerated at 4-C.7

All subjects underwent the SPTwith the extract prepared
from Bombyx mori according to the following technique: the
volar surface of the right forearm was cleaned with 70% ethyl
alcohaol; then, a drop of the extract was applied on the skin
and the location marked with skin marker pen. The positive
control was performed with histamine at a concentration of
10mg/mL {IFI/ASAC, Brazil) and the negative control with
50% saline/glycerol (IFI/ASAC, Brazil) with a 3-cm distance
between them. The puncture technigue was used with a 27-
mm sterile needle applied superficially on the skin surface
at an angle of 20-. After 15 minutes, the reading of the reac-
tion was performed with the aid of a millimeter-scale ruler.
The test was considered positive when the mean of the two
perpendicular diameters of the papule was = Imm. "

Serum samples were separated into aliguots in Eppendorf
tubes at -80°C wntil measurement of total IgE and spe-
cific Igk to allergens from Bombyx mori, Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis,
Blattella germanica, dog epithelium, and cat epithelium
through the ImmunoCAP® method. Each allergen was cova-
lently coupled to a solid phase and reacted with specific IgE
antibodies contained in the serum sample of patients.

In the case of Bombyx mori, the antigen coupled to
the solid phase is derived from the wings of this kind of
maoth, and the allergen components are not available for
this insect. Then, nonspecific antibodies were removed by
washing and anti-lgE antibodies were added, bound to the
p-galactosidase erzyme. After incubation, the antibodies
(anti-lgE-erzyme) that were not bound were removed by
a mew 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 of specific 1gE in the sample. The
concentration of total 1gE was expressed in kU/L and for the
specific IgE, kUASL."™ Values > 0.7 kUA/L were considered

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®, USA)was used. Measures of central tendency and

Table 1 Freguency of positivity to specific IgEs through
Immunocagd (> 0.7 kUASL) and serum levels of specific and
total IgEs.

IgE (RUAJL) n (%) Median jmin-max)

Bloamila trophcalis 88 (88.9) 17.7 (D->100.0)

Dermatophagoides 86 (B6.7) BZ.4 (D ->100.0)
pteronyssinus

Dermatophagoides 85 (B85.8) 46.2 (D->100.0)
farinae

Bombyx morl &0 (60.5) 1.1 (0 - =100.0)

Blattella germanica 47 (47.5) 0.6 (D-52.4)

Diog epithelium 72 (72.3) 0.2 (0-31.5)

Cat epithelium 16 {16.2) 0.0 (0-71.3)

Total IgE (kU/L) - BB83.0 (73.9-=5,000.0)

dispersion were expressed as median, minimum and maxi-
mum values. The nonparametric Mann-Whitney's test was
used to estimate the difference of variables with asymmetric
distribution. The estimated difference between categoncal
variables was performed 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 Bombye: mori. A minimum level
of significance of 5% and a minimum test power of 85% were
considered fior all tests.

Results

The mean age of patients was 10.4 + 1.2 years with a range
of 6-15 years ($5% Cl: 9.9-10.8) and &1 (61.6%) were males.
Eighty-seven patients had asthma (87.9%) and 95 had (95.9%)
allergic rhimitis; 12 (12.1%) had only rhinitis, and four (4.0%)
had only asthma.

Among patients with asthma, 31 (35.6%) were classi-
fied as hawing the intermittent or persistent mild form, 46
(32.9%) had persistent moderate, and ten (11.5%) had per-
sistent severe asthma. Among patients with allergic rhinitis,
24 (25.3%) had the mild form (intermittent or persistent mild
rhimitis) and 71 (74.7%) had persistent moderate /savere.

Eye symptoms (eye pruritus, tearing, conjunctival hyper-
emia, or congestion) were reported by 66.7% of patients.
Among other allergic diseases, atopic dermatitis was diag-
nosed in mine (9.1%) patients and urticaria in six (6. 1%).

A paositive reaction at SPT to the Bombyx mori extract
was observed in 52 patients (52.5%), the second in fre-
quency after dust mites; Dermatophagoides pteromyssinus,
82 (B1.8%), and Blomia tropicalis, 6% (69.7%). The other
observed reactions were to cockroach (Blattella german-
ica), dog epithelium, rye grass (Lolium multiflorum) pollen,
and cat epithelium with 17.2%, 16.2%, 15.1%, and 12.1%¥ of
pasitive 5FTs, respectively.

Table 1 shows the freguency of positive ImmunoCAP®
tests using a cutoff of 0.7 kUASL; the levels of specific IgE
and total lE 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=0.006).
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Table 2 Assoclation between SPT positivity for Bombyx mori and other skin tests {n=39).
Allergens SFT BOMBYX + SFT BOMBYX — P
n="52 (%) n=47 (%}
Dermatophagoides ptennyssinus 43 (BLT) 39 (8300 1.00
Blomia tropicalis 36 (69.2) 33 [F0.2) 1.00
Blattella germanica 08 (15.4) 09 (19.1) o7y
Lotivm mastiflorm 09 (17.3) 06 (12.8) 0.58
Doeg epithelium 11 [21.1) 05 (10L6) 018
Cat epithelism D8 (15.4) 04 (8.5) 0.36
Fishes's exaCt test.
Table 3 Serum levels of total and specific IgE according to SPT positivity for Bombyx mor (= 99).
I1gE kAL L) SPT + SFT - p
n=52} n=47}
Dermatophagoides pteronyssinus BA.B (D.O- 146.0) 62.6 (0.0- 144.0) 0.75
Dermatophagoides farinae 50.3 (0.0-127.0) 36.2 (0.0- 126.0) 077
Blomia tropicalis 4.2 (0L0-113.0) 11.9 (0.0 - 111.0) 0.07
Blattella germanica 1.0 (0.0 - 52.4) 0.3 (0.0-37.3) 0.002
Doog epithelium 0.2 {0.0 - 6.3) 0.2 (0.0-31.5) D.13
Cat epithelism 0.0 (0.0 -71.3) 0.0 (0.0- 32.5) 0.14
Bornbyx mor 3.1 (0.0 - 100.0) 0.4 (0.0- 83.0) < 0.0
Total IgE (kU/L) 1107.0 {73.9 - 5,000.0) 772.0 (93.0 - 5,000.0) 0.13
Mann-Whitney's west
Table 4 Frequency of positivity for specific IgEs (> 0.7 kUA/L) according to SPT positivity for Bombyx mor (n=99).
Allergens SPT+ SPT - p
n=52 (&) =47 [¥)
Dermatophagoides pteronyssinus 45 [52.3) 41 (47.7) 1.00
Dermatophagoides farinae 45 (52.9) 40 (47.1) 1.00
Blomia tropicalis 48 (54.5) 40 (45.4) 0.34
Blattella germanica 30 (63.8) 17 (36.2) 0.04
Doeg epithelium 16 (T2.7) D6 (27.3) 0.05
Cat epithelism 11 (68.7) 05 (31.2) 0.18
Bornbyx mor 39 (65.0) 1 (35.00 0.003

Fishes's éx aCt test.

There was an association between SPT positivity for Bom-
byx mori and the presence of allergic rhinitis (p=-0.04),
atopic dermatitis (p=0.03), and urticaria (p=0.02). How-
ever, there was no association with the presence of asthma
[p=0.36) and eye symptoms (p=0.14). Likewise, there was
mo difference in the severity of asthma (p=0.73) or allergic
rhinitis symptoms (p=0.37).

Regarding the frequency of positivity for Bombyx mori in
relation to other SPTs, there was no significant association
[Table 2).

The analysis of serum levels of total and specific 1gE anti-
bodies in relation to the SPT for Bombyx mor tended to
b= higher in patients sensitized to the moth. However, only
the serum levels of specific IgE to cockroach and to the
maoth were significantly elevated in these patients who were
positive at the SFT for Bombyx mori (Table ).

There was a significantly higher freguency of positivity
of specific IgEs to dog epithelium, Blattella germanica, and
Bombyx mori (Table 4).

Discussion

The prevalence of respiratory allergic diseases has increased
worldwide in the last decades.™® In Brazil, the same
trend of increase in asthma and rhinitis symptoms has been
observed.” Knowledge about sensitizing aercallergens is
essential for diagnosis, treatment, and prevention.’

Dust mites are the main allergenic sources in patients
with asthma and allergic rhinitis.”*** The importance of
insect inhalant antigens has been discussed for decades. " In
this study, the moth was the second most frequent aeroal-
lergen regarding positivity verified by SPT and specific IgE
serum levels, suggesting that this insect should be consid-
ered a sensitizing agent for patients with asthma and allergic

The study participants were not silk industry workers, and
therefore had no occupational exposure to Bombyx mori.
Kino and Oshima evaluated asthmatic patients at random
and found sensitivity to moth and butterfly by 5PT and
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radioallergosorbent test (RAST) in the sera of over one third
of cases. The authors concluded that the insects are easily
attracted to the artificial light of households and may cause
sensitization and respiratory allergy symptoms.[11]

A group of asthmatics with no history of oocupational
e posure (n=50) showed a frequency of positivity at the SFT
for Bombyx mori of 48%,'" higher than that observed in the
present patients (52.5%); both studies used antigenic extract
prepared from the wings of 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 emvironment.

This study showed an association between SPT positivity
for Bombyx mori and the corresponding specific serum IgE
by ImmunoCAPE, which demonstrates the effectiveness of
the extract made to test sensitization to moth. Moreover, in
patients with positive SPT, levels of specific IgE to Bombyx

‘When evaluating the frequency of positivity to specific IgE
for moth according to the severity of allergic rhinitis, it was
observed that patients with more severe disease had more
positive serum specific IgEs for moth by the RAST method, =
differently from that found for the population of the present
study, inwhich there was more positivity at the SPT for Bom-
byx mori in patients with rhinitis; however, there was no
correlation with symptom severity. This difference may be
explained by the different methods used to detect specific
KE and by the higher number of participants in the study
conducted in Japan.

Although the assessed population of patients with atopic
dermatitis and urticaria was small, more dermatological
allergic diseases were diagnosed in those reactive to maoth.
This could be explored in the future, as there have been
few reports of allergic and irritant reactions in the skin after
contact with moths. =7

It is known 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 moth,'* but also between different species,
such as moth and mosquito.*®

The molecular allergy techmigues allowed for the iden-
tification of the major allergen of Bombyx mori larvae
(Bom m 1), which is constituted by arginine kinase pro-
tein and displays cross-reactivity with arginine kinase
from the cockroach.” In the study, it was observed that
patients reactive to Bombyx mori at the 5PT showed
a higher frequency of 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 with extracts from moth and
mites showed differences between their antibodies, demon-
strating that there is no cross-reactivity between them.™ In
the study, there was no association between the frequency
of skin reactivity at the SPT to mite and moth antigens
(Dermatophagoides pteromyssinus and Blomia tropicalis).
Similarly, there was no association between positivity at
the 5PT for Bombyx mori and the presence of specific
serum IgE to mites (Dermatophagoides pteromyssinus,

Dermatophagoides farinae, and Blomia tropicalis), probabby
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 insect, but consisting of tropomyasin protein, ™
It is considered a pan-allergen, able to show broad cross-
reactivity with components of other insects such as Der p 10
(from the Dermatophagoides pteronyssinus mite) and Blag7
(from the Blattella germanica cockroach).*'** Therefore, to
werify true allergic sensitization or cross-reactivity, future
studies should be performed, based on molecular allergy
dizgnosis, but using allergenic components of the Bombyx
mori moth and not of its larvee as a cause of respiratony
allergic symptoms.

This study was the first on sensitization to the silkworm
maoth 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 mor was found in patients evaluated by SPT with an
extract prepared from the wings of moths; these results
were confirmed by ImmunoCAP®, a well-established method
for detection of specific serum IgE.

The identification of this aeroallergen (moth), together
with the other groups that compose the profile of allergic
sensitization in this population, should make their treatment
more efficient, as it will allow for adjustments in environ-
mental control procedures, as well as provide new specific
immunaotherapy options in the future.
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