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Sensitization; Objective: this study aimed to prepare a silkworm moth (Bombyx mori) antigenic extract
Moth; and to perform skin prick tests with this extract in patients with allergic respiratory
Asthma; diseases; to evaluate serum specific immunoglobulin E (IgE) to Bombyx mori using
Rhinitis ImmunoCAP® system and to compare the frequency of positivity between the two

methods and with clinical data.

Methods: this was a cross-sectional study with 99 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
mori in-house extract, and total and specific IgE analysis using ImmunoCAP® were
performed.

Results: the frequency of Bombyx mori specific IgE was found to be 52.5% and 60% using
the skin prick test and ImmunoCAP®, respectively. An association between a positive
skin test for Bombyx mori and the presence of allergic rhinitis, atopic dermatitis, and
urticaria was observed, but the same was not true for asthma or allergic conjunctivitis.
There was no relation with the severity of asthma or rhinitis symptoms.

Conclusions: a high frequency of sensitization to Bombyx mori was observed in a selected
population 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 respiratéria a mariposa: importancia da sensibilizacdo a Bombyx mori
em crian¢as com asma e rinite

Resumo

Objetivo: preparar extrato antigénico da mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mori) e
realizar testes cutaneos com esse extrato em pacientes com doencas respiratorias alér-
gicas, avaliar IgE sérica especifica para Bombyx mori usando o sistema ImmunoCAP® e
comparar a frequéncia de positividade entre os dois métodos e com dados clinicos.
Métodos: Estudo transversal com 99 criancas e adolescentes com diagnéstico de asma
e/ou rinite alérgica, que apresentaram reacao cutanea a pelo menos um dos seis aeroa-
lérgenos testados. Os dados clinicos foram avaliados; testes cutaneos com extrato de
Bombyx mori e analise de IgE total e especifica por ImmunoCAP® foram realizados.
Resultados: a frequéncia de IgE especifica para Bombyx mori foi de 52,5% e 60%, res-
pectivamente, pelo teste cutaneo e ImmunoCAP®. Foi observada uma associacao entre
o teste cutaneo positivo para Bombyx mori e a presenca de rinite alérgica, dermatite
atopica e urticaria, mas 0 mesmo nao ocorreu para a asma ou conjuntivite alérgica. Nao
houve relacao com a gravidade dos sintomas de asma ou rinite.

Conclusées: alta frequéncia de sensibilizacdo a Bombyx mori foi encontrada em uma
populacédo selecionada de pacientes com doencas alérgicas respiratérias na cidade de
Curitiba, estado do Parana, Brasil. O extrato preparado a partir das asas dessa espécie
de mariposa é eficaz em demonstrar essa sensibilidade.

© 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
Este ¢ um artigo Open Access sob a licenga de CC BY-NC-ND

Introducao

A sensibilizacdo a alérgenos inalaveis é um fator de risco
para o desenvolvimento de doencas alérgicas como asma e
rinite. O conhecimento sobre os alérgenos sensibilizantes
e seu grau de exposicao nos diferentes ambientes é funda-
mental para o diagnostico e tratamento das doencas alérgi-
cas respiratorias. Os acaros Dermatophagoides pteronyssi-
nus e Blomia tropicalis sao sao os principais sensibilizantes
de pacientes com diagnostico de asma e rinite alérgica.?

A participacao dos insetos nas reacdes alérgicas respi-
ratorias € discutida ha décadas.® O inseto mais estudado
tem sido a barata, cuja infestacdo doméstica é causa de
asma, sendo considerada questdo de salde publica.* Ha
descricoes sobre asma e rinite desencadeadas por espécies
de moscas e mosquitos como may fly e caddis fly.>¢ Estudo
realizado com asmaticos na cidade de Sao Paulo mostrou
positividade ao teste cutaneo alérgico (TCA) com extrato
de mosquitos em 32,5% dos casos, e mariposas em 65%.7

Ha diversos relatos de individuos que, no processo de pro-
ducéo da seda, desenvolveram doencas alérgicas respiratorias.
Durante a criacao do bicho-da-seda, os trabalhadores estao
expostos diretamente aos seus antigenos inalaveis, presentes
desde a selecao até a eclosao dos casulos, quando ha contato
com poeira das asas das mariposas.? Estes alérgenos podem
desencadear sintomas de asma,’ rinite e conjuntivite.™

A mariposa do bicho-da-seda tem reatividade cruzada
com outras espécies de mariposas e borboletas, e foi com-
provado que pacientes com doencas alérgicas respiratérias
podem desenvolver sintomas a partir da exposicao ambien-
tal aos seus alérgenos.' "2 Concentracoes de antigenos de
mariposa verificadas por radioimunoensaio em amostras de
poeira em ambiente externo (nao domiciliar) foram, duran-
te um periodo de trés anos, elevadas e em niveis compa-

raveis aos de polens. Testes cutaneos com extratos de mari-
posa em pacientes alérgicos mostraram 45% de reatividade
nesta populacao.”™ Em 1997, testes cutaneos alérgicos em
criancas atopicas, na cidade de Curitiba, detectaram 38,4%
de positividade ao extrato de mariposa (1:20 peso/volu-
me Heterocera), a segunda mais frequente apds o acaro
Dermatophagoides pteronyssinus (97,5%). Sugeriu-se que
o alto indice de sensibilizacdo a mariposa requeria uma
melhor avaliacao sobre sua relevancia clinica.™

O objetivo deste estudo foi verificar a sensibilizacdo a
Bombyx mori por meio de TCA, com antigenos de asas de
mariposa do bicho-da-seda e IgE (Imunoglobulina E) espe-
cifica sérica em criancas com diagnodstico de asma e/ou
rinite alérgica.

Métodos

Estudo analitico transversal por amostragem nao probabi-
listica de 99 criangas e adolescentes de ambos os sexos,
com diagnostico de asma e/ou rinite alérgica em acom-
panhamento no ambulatoério de Alergologia do Hospital de
Clinicas, Universidade Federal do Parana, que apresenta-
vam positividade ao TCA para pelo menos um dos seguintes
antigenos: Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropi-
calis, Blattella germanica, Lolium multiflorum, epitélio de
cao ou epitélio de gato.

O diagnostico e a classificacao das doencas alérgicas
respiratorias (asma e rinite) seguiram as recomendacoes
dos documentos internacionais: GINA (Global Iniciative for
Asthma)™ e ARIA (Rinite Alérgica e seu Impacto na Asma),
respectivamente.

0 extrato alergénico de Bombyx mori foi preparado a par-
tir das asas desta espécie de mariposa do bicho-da-seda,
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com o seguinte método: o material proveniente do inseto
foi macerado com um pilao em um gral de ceramica, e o
conteudo foi desengordurado com éter etilico. Para extracao
do antigeno, a medida aproximada de 2 g das particulas do
inseto foi colocada em 20 mL de solucao tampéao estéril fria
(PBS), misturada por seis minutos e deixada em repouso por
48 horas a 8 °C. A mistura foi centrifugada por 15 minutos
a 12.000 rotacdes por minuto, e o sobrenadante purificado
com filtros esterilizados de poliestersulfona (Millipore®) con-
tendo poros com diametros de 0,2 pm. Apds provas bacte-
riologicas de esterilidade, o filtrado foi diluido em glicerina
50%, a 1:20 (peso/volume). Utilizou-se esta concentracao
final por permitir comparacao com os resultados de estudo
semelhante realizado em 1997, no qual foram realizados tes-
tes cutaneos alérgicos com extrato alergénico padronizado
a 1:20 da espécie de mariposa Heterocera sp (Hollister-Stier
Laboratories®, EUA) em criancas com diagndstico de asma
e rinite alérgica.™ Esta concentracdo 1:20 é habitualmente
usada pelos fabricantes de extratos alergénicos glicerinados
para testes cutaneos por puntura.

O extrato alergénico foi acondicionado em frascos com
conta-gotas e mantido refrigerado a 4 °C."7

Todos os individuos foram submetidos a TCA com o extra-
to preparado de Bombyx mori obedecendo a seguinte técni-
ca: foi realizada assepsia da superficie volar do antebraco
direito com alcool etilico a 70%; em seguida, foi aplica-
da uma gota do extrato na pele e o local assinalado com
caneta marcadora. O controle positivo foi realizado com
histamina na concentracao de 10mg/mL (IPI/ASAC, Brasil),
e o negativo com solucao salina/glicerol a 50% (IP1/ASAC,
Brasil), com intervalo de 3 cm de distancia entre eles.
Utilizou-se técnica de puntura, com agulha estéril de 27
mm superficialmente na pele, em angulo de 20°. Apos 15
minutos, procedeu-se a leitura da reacdao com auxilio de
régua milimetrada. Considerou-se teste positivo quando a
média entre os dois diametros perpendiculares da papula
foi maior ou igual a 3 mm."

Amostras de soro foram aliquotadas em tubos Eppen-
dorf a -80°C até a determinacéao de IgE total e especificas
para os alérgenos Bombyx mori, Dermatophagoides pte-
ronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis,
Blattella germanica epitélio de cao e epitélio de gato pelo
método ImmunoCAP®. Cada alérgeno foi acoplado a uma
fase solida por ligacdo covalente e reagiu com os anti-
corpos IgE especificos contidos na amostra de soro dos
pacientes. No caso da Bombyx mori, o antigeno fixado a
fase solida é derivado das asas desta espécie de mariposa,
nao sendo disponiveis os componentes alergénicos para
este inseto. Em seguida, os anticorpos nao-especificos
foram eliminados por meio de lavagem e foram adiciona-
dos anticorpos anti-IgE ligados a enzima B-galactosidase.
Apos incubacéo, os anticorpos (anti-IgE-enzima) nao liga-
dos foram eliminados por novo processo de lavagem. O
substrato da enzima, contido na solucao reveladora (devel-
opment), foi adicionado ao meio reacional. Em seguida, a
reacao foi interrompida pela adicao de solucao stop e foi
medida a fluorescéncia, que é proporcional a quantidade
de IgE especifica contida na amostra. A concentracao de
IgE total foi expressa em kU/L, e para as IgEs especifi-
cas em kUA/L." Foram considerados positivos os valores
acima de 0,7 kUA/L.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR. Os pais ou
responsaveis assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido, e os participantes maiores de 12 anos, termo
de assentimento.

Para analise estatistica, utilizou-se o programa Statistica
(Statsoft®). As medidas de tendéncia central e de dispersao
foram expressas em medianas e valores minimo e maximo.
Foi utilizado o teste nao paramétrico de Mann-Whitney para
a estimativa da diferenca de variaveis de distribuicao assi-
métrica. A estimativa de diferenca entre variaveis categori-
cas foi realizada pelo teste exato de Fisher e Qui-quadrado
de Pearson. Foi utilizado modelo de regressao logistica uni-
variada para estimar a probabilidade de positividade do
TCA de acordo com os niveis de IgE especifica para Bombyx
mori. Para todos os testes foi considerado um nivel minimo
de significancia de 5% e poder de teste minimo de 85%.

Resultados

A média de idade dos pacientes foi de 10,4 + 2,2 anos, com
intervalo de seis a 15 anos (IC 95% = 9,9-10,8), sendo 61
(61,6%) do sexo masculino. Apresentavam asma 87 pacien-
tes (87,9%), e 95 (95,9%) rinite alérgica. Doze (12,1%) apre-
sentavam somente rinite e quatro (4,0%) somente asma.

Entre os pacientes com asma, 31 (35,6%) foram classi-
ficados com a forma intermitente ou leve persistente, 46
(52,9%) moderada persistente e 10 (11,5%) grave persisten-
te. Entre os pacientes com rinite alérgica, 24 (25,3%) apre-
sentavam a forma leve (rinite intermitente ou persistente
leve) e 71 (74,7%) persistente moderada/grave.

Sintomas oculares (prurido ocular, lacrimacgao, hipere-
mia conjuntival ou congestao) foram relatados por 66,7%
dos pacientes. Entre as outras doencas alérgicas, dermatite
atopica foi diagnosticada em nove (9,1%) pacientes, e urti-
caria em seis (6,1%).

Apresentaram TCA positivo ao extrato preparado de mari-
posa 52 pacientes (52,5%), o segundo em frequéncia apds os
acaros poeira: Dermatophagoides pteronyssinus 82 (82,8%),
e Blomia tropicalis, 69 (69,7%). Os demais foram bara-
ta (Blattella germanica) epitélio de cado, pdlen do azevém
(Lolium multiflorum) e epitélio de gato, com 17,2%; 16,2%;
15,1% e 12,1% de testes positivos, respectivamente.

Na tabela 1 estdo descritas as frequéncias de positivida-
de ao ImmunoCAP®, utilizando valor de corte 0,7 kKUA/L,
assim como os niveis das IgEs especificas e IgE total expres-
sos em mediana (valor minimo e maximo).

Analise de regressao logistica univariada mostrou boa
relacdo entre positividade ao TCA e os niveis de IgE especi-
fica para Bombyx mori (p = 0,006).

Houve relacao entre a positividade do TCA para Bombyx
mori e a presenca de rinite alérgica (p = 0,04), dermatite
atopica (p = 0,03) e urticaria (p = 0,02). No entanto, nao
houve associacdao com a presenca de asma (p = 0,36) ou
sintomas oculares (p = 0,14). Da mesma maneira, nao se
observou diferenca conforme a gravidade dos sintomas de
asma (p = 0,73) ou de rinite alérgica (p = 0,37).

Quanto a frequéncia de positividade a Bombyx mori em
relacdo aos demais testes cutaneos, nao houve associacao
significativa (tabela 2).
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Tabela 1 Frequéncia de positividade as iges especificas pelo Immunocap® (> 0,7 kUA/L) e niveis séricos de IgEs especificas e
total

IgE (KUA/L) n (%) Medianas (min-max)
Blomia tropicalis 88 (88,9) 17,7 (0- > 100,0)
Dermatophagoides pteronyssinus 86 (86,7) 82,4 (0- > 100,0)
Dermatophagoides farinae 85 (85,8) 46,2 (0- > 100,0)
Bombyx mori 60 (60,6) 1,1 (0- > 100,0)
Blattella germanica 47 (47,5) 0,6 (0-52,4)

Epitélio de cao 22 (22,2) 0,2 (0-31,5)

Epitélio de gato 16 (16,2) 0,0 (0-71,3)

IgE total (kU/L) - 883,0 (73,9- > 5.000,0)

Tabela 2 Associacao entre positividade ao TCA para e os demais testes cutaneos (n = 99)

Alérgenos TCA Bombyx + TCA Bombyx - p
n =52 (%) n = 47 (%)

Dermatophagoides pteronyssinus 43 (82,7) 39 (83,0) 1,00
Blomia tropicalis 36 (69,2) 33 (70,2) 1,00
Blattella germanica 08 (15,4) 09 (19,1) 0,79
Lolium multiflorum 09 (17,3) 06 (12,8) 0,58
Epitélio de cao 11 (21,1) 05 (10,6) 0,18
Epitélio de gato 08 (15,4) 04 (8,5) 0,36

Teste exato de Fisher

Tabela 3 Niveis séricos de IgE total e especificas de acordo com a positividade ao TCA para Bombyx Mori (n = 99)

IgE (KUA/L) TCA + TCA - p
(n =52) (n = 47)

Dermatophagoides pteronyssinus 88,8 (0,0-146,0) 62,6 (0,0-144,0) 0,75

Dermatophagoides farinae 50,3 (0,0-127,0) 36,2 (0,0-126,0) 0,77

Blomia tropicalis 24,2 (0,0-113,0) 11,9 (0,0-111,0) 0,07

Blattella germanica 1,0 (0,0-52,4) 0,3 (0,0-37,3) 0,002
Epitélio de cao 0,2 (0,0-6,3) 0,2 (0,0-31,5) 0,13

Epitélio de gato 0,0 (0,0-71,3) 0,0 (0,0-32,5) 0,14

Bombyx mori 3,1 (0,0-100,0) 0,4 (0,0-83,0) < 0,001
IgE Total (kUA/L) 1107,0 (73,9-5000,0) 772,0 (93,0-5.000,0) 0,13

Teste de Mann-Whitney.

Tabela 4 Frequéncia de positividade as IgEs especificas (> 0,7 kUA/L) de acordo com a positividade ao TCA para Bombyx mori
(n=99)

Alérgenos TCA + TCA - p
n =52 (%) n = 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
Epitélio de cao 16 (72,7) 06 (27,3) 0,05
Epitélio de gato 11 (68,7) 05 (31,2) 0,18
Bombyx mori 39 (65,0) 21 (35,0) 0,003

Teste exato de Fisher.

A analise dos niveis séricos de anticorpos IgE total e espe-  cativamente elevados os niveis de IgE especifica sérica para
cifica em relacao ao TCA para Blatella germanica mostrou barata e para a propria mariposa.
uma tendéncia a serem mais elevados em pacientes sensibi- Houve uma maior frequéncia significativa de positividade
lizados a mariposa. No entanto, nestes pacientes cujo TCA  as IgEs especificas para epitélio de cao, a Blattella germa-
foi positivo para Bombyx mori (tabela 3), s6 foram signifi- nica e a prépria Bombyx mori (tabela 4).
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Discussao

A prevaléncia de doencas alérgicas respiratorias aumentou
em todo o mundo nas Ultimas décadas.?2' No Brasil, verifi-
cou-se a mesma tendéncia de crescimento dos sintomas de
asma e rinite,?2 e o conhecimento sobre os aeroalérgenos
sensibilizantes é fundamental para o diagndstico, o trata-
mento e a prevencao destes pacientes.?

Os acaros sao as principais fontes alergénicas em pacien-
tes com asma e rinite alérgica.?»?* A importancia dos anti-
genos inalaveis de insetos vem sendo discutida ha déca-
das.>” No estudo, a mariposa foi o segundo aeroalérgeno
em frequéncia de positividade verificada por meio de TCAe
IgE especifica sérica, o que sugere que este inseto deve ser
considerado agente sensibilizante de pacientes com asma
e rinite alérgica.

Os participantes do estudo nao eram trabalhadores da
industria da seda, portanto, nao apresentaram exposicao
ocupacional a Bombyx mori. Kino e Oshima avaliaram
pacientes asmaticos de forma aleatéria, e encontraram
sensibilizacdo a mariposa e a borboleta por meio de teste
intradérmico e RAST no soro em mais de um terco dos
casos. Os autores concluem que estes sao insetos facilmen-
te atraidos pela luz artificial das residéncias e podem pro-
vocar sensibilizacdo e sintomas de alergia respiratéria.

Grupo de asmaticos sem histéria de exposicdo ocupa-
cional (n = 50) apresentou frequéncia de positividade ao
TCA para Bombyx mori de 68%,"” que é mais elevada que
a dos pacientes deste estudo (52,5%); em ambos foi uti-
lizado extrato antigénico preparado a partir das asas das
mariposas. Esta diferenca talvez ocorra porque a populacao
foi estudada no Japao é em menor nimero, composta por
adultos com diferentes habitos de vida e expostos a clima
e ambiente diversos.

Nesta pesquisa, verificou-se que houve relacao entre a
positividade ao TCA para Bombyx mori e a correspondente
IgE especifica sérica por ImmunoCAP®, o que demonstra a
efetividade do extrato confeccionado para testar a sensibi-
lizacdo a mariposa. Além disso, nos pacientes que apresen-
taram TCA positivo, os niveis de IgE especifica para Bombyx
mori foram mais elevados.

Na avaliacdo da frequéncia de positividade a IgE espe-
cifica para mariposa conforme a gravidade da rinite alér-
gica, observou-se que pacientes com doenca mais grave
apresentavam mais IgEs especificas séricas positivas para
a mariposa pelo método RAST,? diferentemente do encon-
trado para a populacao do presente estudo, em que houve
maior positividade ao TCA para Bombyx mori em pacientes
com rinite, mas nao apresentou relacao com a gravidade
dos sintomas. Esta diferenca talvez se explique porque
foram utilizados métodos diferentes de deteccao de IgE
especifica e o nimero de participantes incluidos foi maior
no estudo realizado no Japao.

Embora o nimero de pacientes avaliados com dermati-
te atdpica e urticaria seja pequeno, foram diagnosticadas
mais doencas alérgicas dermatologicas nos reativos a mari-
posa. Este aspecto poderia ser explorado futuramente, pois
ha poucos relatos sobre reacoes alérgicas e irritantes na
pele apo6s contato com mariposas.26?

Sabe-se que ha reatividade cruzada entre alérgenos de
insetos. Foi demonstrado, por ensaio de inibicao do RAST,

que ha reacao cruzada entre espécies semelhantes, como
mariposa e borboleta,'? e também entre espécies distintas,
como mariposa e mosquito.?

As técnicas de alergia molecular permitiram identificar
o alérgeno principal da larva de Bombyx mori (Bom m 1),
que é constituido pela proteina arginina quinase e apresenta
reatividade cruzada com a arginina quinase da barata.? No
estudo, observou-se que os pacientes relativos a mariposa
por TCA apresentavam frequéncia maior de positividade e
niveis mais altos de IgEs especificas séricas para a espécie
de barata Blattella germanica, o que poderia ser justificado
pela reatividade cruzada entre elas. No entanto, o mesmo
nao ocorreu quando se comparou a positividade aos testes
cutaneos entre mariposa e barata, porém nao foi feita ana-
lise imunoquimica destes alérgenos.

Por outro lado, testes de inibicao com extratos de mari-
posa e acaro revelaram diferencas entre os seus anticorpos,
provando nao existir reatividade cruzada entre os mesmos."
No estudo, ndo houve associacao entre a frequéncia de reati-
vidade cutanea pelo TCA aos antigenos de mariposa e acaros
(Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis). Da
mesma forma, nao houve associacao entre positividade ao
TCA para e a presenca de IgE especifica sérica para acaros
(Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis) por-
que provavelmente nao ha reatividade cruzada entre eles.

Na China, identificou-se outro componente alergéni-
co da Bombyx mori (Bom m 7), também obtido da larva
deste inseto, mas composto pela proteina tropomiosina,
considerada um panalérgeno capaz de apresentar ampla
reatividade cruzada com componentes de outros insetos,
como Der p 10 (proveniente do acaro Dermatophagoides
pteronyssinus) e Bla g 7 (proveniente da barata Blattella
germanica).*32 Portanto, para se verificar sensibilizacao
alérgica verdadeira ou reatividade cruzada, em estudos
futuros deve-se utilizar diagnostico baseado em alergia
molecular, mas com componentes alergénicos da mariposa,
e nao da larva da Bombyx mori, como causa de sintomas
alérgicos respiratorios.3*3

Este estudo foi o primeiro sobre sensibilizacdo a maripo-
sa do bicho-da-seda realizado no Brasil, e mostrou a impor-
tancia da Bombyx mori como alérgeno sensibilizante de
escolares e adolescentes com diagnéstico de doencas alér-
gicas respiratdrias (asma e/ou rinite). Alta frequéncia de
sensibilizacdo a Bombyx mori foi encontrada nos pacientes
avaliados por meio de TCA com extrato preparado a partir
das asas das mariposas, e estes resultados foram confir-
mados por meio do ImmunoCAP®, método consagrado de
deteccao de IgE especifica sérica.

O reconhecimento deste aeroalérgeno (mariposa) junto
aos demais grupos que compdem o perfil de sensibilizacao
alérgica nesta populacdo devera tornar o tratamento destes
pacientes mais eficiente, na medida em que permitira ajus-
tes nas orientacdes sobre controle ambiental e, futuramen-
te, proporcionara novas opcoes de imunoterapia especifica.
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