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INTRODUCCION

La alergia al veneno de himendpteros supone un importante problema de salud, no
tanto por su prevalencia como por el riesgo de desencadenar una reaccion anafilactica,
potencialmente mortal, cuando un paciente es picado por uno de estos insectos. En
nuestro pais se estima que entre 2,3% y 2,8% de la poblacién rural sufre reacciones
alérgicas sistémicas por veneno de himenopteros (1).

El abordaje diagndstico de estos pacientes exige, ademas de una buena historia
clinicay la demostracion de sensibilizacion a través de pruebas cutaneas e IgE a extractos
completos, el uso de moléculas alergénicas aisladas mediante el denominado “diagnéstico
por componentes”.

El estudio diagnéstico basado en componentes alergénicos del veneno de
himendpteros nos permite identificar con precision el alérgeno o alérgenos que producen
la enfermedad en cada paciente y establecer perfiles de reactividad individual, al
mismo tiempo que contribuye a una comprension mas detallada sobre el papel de cada
componente del veneno en particular. Se alcanza un diagnéstico mucho mas sensible y
especifico, solucionando en gran parte el problema de la polisensibilizacién, al discriminar
entre alérgenos genuinos y marcadores de reactividad cruzada.

En la actualidad existe la posibilidad del estudio molecular de forma individual o
mediante sistemas multiplex con la capacidad de detectar simultaneamente la IgE frente a
multiples extractos o alérgenos individuales (2).

Las proteinas alergénicas usadas pueden ser nativas purificadas o recombinantes,
éstas Ultimas estan libres de carbohidratos, expresadas en vectores bacterianos limitando
asi la glicosilacion (3). El uso de proteinas recombinantes ayuda a diferenciar la reactividad
cruzada de la verdadera sensibilizacion en el caso de alérgenos glicoproteicos (4). En el
caso de reactividad cruzada debida a homologia de la fraccion proteica, el diagnéstico
basado en componentes también permite identificar sensibilizacién especifica a estas
proteinas, que son origen de falsos positivos cuando se emplea el veneno completo.
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En otras fuentes alergénicas (pdlenes, alimentos...), el diagnéstico basado en com-
ponentes ha permitido encontrar marcadores biolégicos de bajo o alto riesgo asociado a
la severidad de la sintomatologia o ha permitido reconocer biomarcadores asociados a un
mayor riesgo de presentar reacciones adversas con la Inmunoterapia (5-8).

A continuacion, se abordara la rentabilidad del diagndstico molecular en la alergia
a venenos de los himenopteros mas relevantes en nuestra zona, que nos ha permitido
conocer perfiles de sensibilizacion con patrones especificos de areas geograficas y la
identificacion de biomarcadores que influyen en la seguridad y eficacia de la inmunoterapia
en el caso de la alergia a veneno de abeja.

Moléculas alergénicas en la alergia a venenos de himendépteros

En los ultimos afios, se ha avanzado significativamente en la identificacién de nuevos
alérgenos al veneno de himenodpteros y el desarrollo de técnicas para la produccion
recombinante de éstos. En la Tabla | se recoge el venoma conocido y disponible de los
principales himendpteros alergénicos en nuestra zona.

Véspidos

En Espafa existen dos especies
predominantes de véspidos alergéni-
cos: Polistes dominula y Vespula ger-
manica (Foto1). Para garantizar un buen
diagnéstico diferencial, resulta obligado
el estudio en conjunto de la sensibiliza-
cion a Vespula y Polistes por coexistir
ambas avispas en el mismo habitat,
aunque en algunas zonas haya un vés-
pido mas predominante que en otras.

Es importante usar para el
diagndstico alérgenos provenientes de
estas especies, sobre todo para Polistes
dominula, ya que su sensibilidad vy
especificidad son mayores que los
alérgenos provenientes de Polistes
americanos (9).

Los alérgenos de véspidos mas
utilizados para diagnostico son las fos-

folipasas (Pold 1y Vesv 1)y los anti-
Foto 1. Imagen de Polistes dominula y Vespula germanica. genos 5 (Pol d 5y Ves v 5) (3)
(www.alergiaabejasyavispas.com) :
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El antigeno 5 es una proteina de funcion desconocida. En el caso del veneno de
Vespula, se ha demostrado en 308 pacientes que el uso de Ves v5 (InmunoCAP) mejora la
sensibilizacion hasta un 96,8% en comparacién con el extracto completo de Vespula con
un 83,4% de sensibilizaciéon (10). En relacion con el antigeno 5 de Polistes se considera
especifico de la especie y una de las causas de las diferentes respuestas inmunoldgicas
entre los venenos estadounidenses y europeos (11,12)

Las hialuronidasas (Pol d 2 y Ves v 2) son alérgenos menores y por la similitud con la
hialuronidasa de abeja (Api m 2) (13), y sobre todo a través de determinantes carbohidra-
tados (14), pueden contribuir a la doble positividad entre abeja y véspidos. Recientemente
se ha caracterizado Pol d 3 como una dipeptildilpeptidasa IV, cuya molécula recombinante
reconoce el 66% de los paciente sensibilizados (15).

Otros alérgenos que pueden ser relevantes son la proteasa en Polistes (Pol d 4), sen-
sibilizador débil en el veneno Polistes de América del Norte, mientras que es un alérgeno
significativo en Europa, por lo tanto, también puede explicar la baja reactividad cruzada
entre los venenos estadounidenses y europeos (12,16,17).

La dipeptidilpetidasa IV (Ves v 3) y la vitelogenina (Ves v 6) en Vespula, presentan
identidad parcial con las de abeja, la dipeptidilpeptidasa IV (Api m 5) y vitelogenina (Api m
12) respectivamente (18,19).

Perfil de sensibilizacién para el diagnéstico e inmunoterapia

La IgE frente a Ves v1, Ves v5 y Pol d 5 son las determinaciones disponibles para
diagndstico a dia de hoy, nos pueden ayudar a confirmar la sensibilizacién genuina,
fenotipar a los pacientes y a la eleccion de inmunoterapia.

El perfil de sensibilizaciéon a véspidos en nuestro pais ha sido fenotipado en un
estudio en el que participaron 59 pacientes de diferentes regiones. Utilizando la técnica
Advia Centaur, el uso de antigeno 5 recombinante de véspidos (rVes v5, rPol a 5) sélo
permitié medir IgEe en el 52% de los pacientes. El cambio de recombinante por nativo y de
mezcla de Polistes por Polistes dominula (nVes v5, nPol d5) aumenté la deteccién al 80%
y la adiccién de otros antigenos nativos (Pol d1, Ves v1) permitio detectar IgEe en el 100%
de los pacientes. Estos componentes pueden ser suficiente para discriminar la fuente de
sensibilizacion en individuos alérgicos a véspidos.

La fosfolipasa A1 (Ves v 1 6 Pol d 1) se manifestdé como alérgeno principal del veneno
de avispas en nuestro area. En relacién a Polistes, se observé en 25 pacientes de una misma
region del centro de Espafa, que el 44% (11 pacientes) presentaron niveles minimos para
el antigeno 5 de Polistes (nPol d 5) con niveles elevados para la fosfolipasa A1 (nPol d 1),
poniendo de manifiesto posibles fenotipos regionales (9). Este hecho también fue observado
por Galindo-Bonilla y cols. en una poblacién menor de alérgicos a véspidos (13 pacientes),
en los cuales, la fosfolipasa A1 (Pol d1) se comportaba como alérgeno principal en el 53%
de ellos, mientras que el antigeno 5 se comporté con un sensibilizante menor (20).
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Actualmente, resultaria crucial poder determinar Pol d 1 en nuestra practica clinica
habitual, pero aun no es posible.

En pacientes alérgicos al veneno de Vespula, el uso de la combinacion rVes v 1+ rVes
v 5 mediante InmunoCAP, aumenté la sensibilidad diagndstica hasta el 92% (21).

No obstante, en algunos casos con la determinacion de estos componentes no se
resuelve la incertidumbre de la eleccién de inmunoterapia Polistes/Vespula, y debemos
usar los valores cuantitativos, observando si existe una gran diferencia entre los niveles de
IgE, similar a lo que nos ocurre con el uso de extracto completo.

Una situacién excepcional pero no imposible, es que exista IgE frente a extracto
completo y no frente a los grupos 1y 5. En este caso, habria que valorar a los componentes
de reactividad cruzada y si la respuesta no esta en ellos, asumir el efecto incierto de la
inmunoterapia sobre una sensibilizacién de perfil atipico.

No se han descrito en los alérgenos a véspidos marcadores de severidad con las
picaduras, ni biomarcadores relacionados con la eficacia y tolerancia a la Inmunoterapia.

Apis mellifera

Elvenenodeabejaesunamezcla
compleja de proteinas alergénicas,
con funcién enzimatica, junto con
otras moléculas farmacolégicamente
activas como las aminas biégenas
y péptidos basicos (22). La
secuenciacion completa del genoma
de Apis mellifera (Foto 2) ha permitido
el estudio de la composicién de su
veneno, convirtiéndolo en el veneno
de himendpteros mejor caracterizado.

Actualmente se han
identificado 12 alérgenos del veneno
de Apis mellifera (23)(Tabla 1). Los
alérgenos del veneno de abeja mejor
conocidos hasta el momento son
fosfolipasa A2 (Api m 1), hialuronidasa
(Api m 2) y el péptido melitina (Api m
4), los cuales constituyen la mayoria
del peso seco del veneno.

Foto 2. Imagen de Apis mellifera.
(www.alergiaabejasyavispas.com)
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Tabla 1. Alérgenos del veneno de Apis mellifera, Polistes dominula y Vespula vulgaris (1).

Fraccién IgFe
. . Peso seca del Positiva o Expresion
Alérgeno Bioquimica molecular | veneno Glicosilacion Fucariota
(kDa) (%) (%)
Apim1 Fosfolipasa A2 16 7-15 95 si si
Apim 2 Hialuronidasa 43 1-3 50 si si
Apim 3 Fosfatasa acida 45 1 37 si si
Apim 4 Melitina 2.8 35-50 29/56 no no
Apim 5 Dipeptidilpeptidasa IV 102 1 60 si si
Apim 6 Inhibidor Proteasa 8 1-2 42 no si
Apim7 Proteasa 39 <1 80 si si
Apim 8 Carboxilesterasa 70 <1 ? si si
Apim9 Carboxipeptidasa 60 ? ? si si
Apim 10 Icarapina 50-55 ? 50 si si
Apim 11 Proteina Jalea Real 50-60 ? 15/34 si si
Apim 12 Vitelogenina 200 ? 40 si si
Pold 1 Fosfolipasa A2 34 ? 87 no No
Pold 2 Hialuronidasa 44 ? ? si No
Pold 4 Proteasa 33 ? ? si No
Pold 5 Antigeno 5 23 ? 66 no si
Vesv 1 Fosfolipasa Al 35 6-14% 79 no si
Vesv 2 Hialuronidasa 45 1-3% 32 si si
Vesv 3 Dipeptidilpeptidasa IV 100 1% ? si si
Vesv 4 Proteasa 42 ? ? si no
Vesv 5 Antigeno 5 25 5-10% 87 no si
Vesv 6 Vitelogenina 200 ? ? si si

La fosfolipasa A2 (Api m 1) es el alérgeno mas importante y potente del veneno de abeja
(4,24), la positividad a la molécula recombinante significa sensibilizacion inequivoca a veneno
apoideos, sin embargo la negatividad del test no excluye una sensibilizacion de perfil atipico.

La hialuronidasa (Api m 2) es una enzima glicosilada y esta considerada un alérgeno
mayor del veneno de abeja (24,25). Comparte un 55% de identidad de secuencia con
la hialuronidasa de los véspidos (13), pudiendo explicar la reactividad cruzada entre los
mismos, junto con los determinantes carbohidratados (14).

La melitina (Api m 4) es un péptido muy pequefio pero extraordinariamente abundante en
el veneno. Su tamano y sencillez hacen que se pueda utilizar para el diagnéstico in vitro como
un producto de sintesis quimica, sin necesidad de extraerlo del veneno natural ni tampoco
obtenerlo por recombinacion. La sensibilizacion a melitina es inequivoca de sensibilizacion
a veneno de abeja y esta considerado un alérgeno poco prevalente (24,26). Sin embargo,
recientemente ha demostrado ser mayoritario en una poblacion de estudio en el sur de Espafia
(Cordoba) y como se vera después, Api m 4 es un biomarcador de gran utilidad clinica (27).
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Aunque esté disponible comercialmente, solo se encuentra en plataforma multiplex.

Otras proteinas poco abundantes que han sido descritas como potencialmente
alergénicas son la fosfatasa acida (Api m 3) (24,28), la dipeptidilpeptidasa IV (Api m 5) (18)
y la icarapina (Api m 10).

La icarapina es una proteina compleja con diferentes isoformas (29) considerada un
alérgeno genuino del veneno de abeja. Es una proteina glicosilada y en la practica esta
disponible en la forma recombinante. A pesar de ser una proteina con una presencia muy
escasa en el veneno, podria ser de gran interés diagnostico y terapéutico, ya que sensibili-
za a una poblacién considerable y esta poniendo de manifiesto un perfil de sensibilizacién
exclusivo o predominante, detectandose ademas una infrarrepresentacion de este alérge-
no en algunos extractos terapéuticos (24, 30).

Perfil de sensibilizacién para el diagnéstico.

Para optimizar la sensibilidad diagnostica es necesario incluir determinaciones a
varios alérgenos del veneno de abeja.

Actualmente, estan disponibles para diagndstico habitual rApi m 1, rApi m 2, rApi m
5y rApi m 10 con técnica InmunoCAP y en plataforma multiplex el alérgeno Api m 4.

Se ha observado que el uso del alérgeno de Api m 1, presenta diferente sensibilidad
segun la técnica y fuente utilizadas (31-34). Diferentes estudios confirman que el alérgeno
recombinante mayor de abeja, rApi m1, posee una baja sensibilidad diagndstica (58-80%)
lo que limita su utilidad clinica (31, 35, 36). A favor del uso de la proteina nativa, KoroSec
y cols. describen mayor sensibilidad que con el alérgeno recombinante en pacientes con
reacciones mas graves (35).

Las discrepancias diagndsticas descritas podrian ser parcialmente resueltas
incorporando al panel diagnostico nuevos alérgenos especificos.

En un estudio centroeuropeo, la incorporacion de rApi m 2 y nApi m 4 pudo aumentar
la sensibilizacion hasta un 17,5% (31). En nuestro pais, un estudio fenotipa a 69 pacientes
del sur de Espafia, alérgicos a veneno de abeja usando nApi m 1, rApi m 2 y Api m 4 con
plataforma Advia Centaur (Grafico 1), las tres moléculas se comportaron como alérgenos
mayoritarios (punto de corte convencional de 0,35 kU/L), y diagnosticaron al 100% de los
pacientes. La prevalencia de sensibilizacién frente a nApi m 1, rApi m 2 y Api m 4 fue del
95,6%, 75,4% y 53,6% respectivamente (Punto de corte 0,35KU/L) (27).

Kohler y cols. usan un panel mas amplio con alérgenos recombinantes del veneno
de abeja (rApi m 2, rApi m3, Api m 4, rApi m5, rApi m10), y obtuvieron una sensibilidad
del 94,4%. Este estudio revela que los alérgenos Api m3, Api m5 y Api m 10 son también
alérgenos mayores, y muestra distintos perfiles de sensibilizaciéon, que podrian explicar el
fracaso terapéutico en algunos pacientes alérgicos a veneno de abeja (24).
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También pueden afiadirse determinantes carbohidratados aislados bromelina, MUXF3,
peroxidasa y oxidasa del ac. Ascérbico que identifica sensibilizacion a carbohidratos y por
lo tanto reactividad cruzada de amplio espectro con poca significacion clinica (37, 38).

Grafico 1. Sensibilidad de IgE especifica a diferentes perfiles de alérgenos del veneno de
abeja (punto de corte 0,35 kU/L).
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Perfil de sensibilizacion para inmunoterapia

La posibilidad de investigar la sensibilizacion al veneno de abeja a través del
diagnéstico molecular podria explicar la diferencia que existe entre los venenos de abeja
y avispas, en relacion al problema de menor tolerancia-peor eficacia de la inmunoterapia.

El Servicio de Alergologia del Hospital Universitario Reina Sofia, disefié un estudio
con el objetivo de establecer la relevancia clinica de los alérgenos Api m 1, Apim 2y
Api m 4, y de identificar posibles fenotipos de sensibilizacién, asi como la busqueda
de biomarcadores predictores de la aparicion de reacciones sistémicas durante la
inmunoterapia con veneno de abeja.

En nuestro estudio se puso de manifiesto que la IgE frente a Api m 4 se comportaba
como un biomarcador candidato de riesgo para las reacciones por inmunoterapia, y que
los pacientes que estaban sensibilizados, incluso débilmente (0,1KU/L), presentaban
reacciones con mayor frecuencia que los que no lo estaban (Tabla 2). La sensibilizacion
intensa frente a Api m 1 o Api m 2 se comporté como un factor de riesgo para que estas
reacciones sistémicas frente a la inmunoterapia fueran de mayor gravedad (incluyen
inestabilidad hemodinamica o ventilatoria) (27).

Por otra parte, una vez que se demostrd que existian diferentes perfiles de pacientes
alérgicos al veneno de abeja quisimos saber cémo se comportaban dos poblaciones cuya
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diferencia radicaba en los niveles de IgEe a Api m 4 en términos de seguridad y eficacia
de la inmunoterapia, mediante la utilizacién de extractos alergénicos adaptados al perfil
de sensibilizacion. Establecimos el punto de corte en el valor de 0,98 kU/L que fue el
resultante de la mediana de una poblacién piloto representativa de nuestra area. Los
pacientes con IgEe a Api m4 > 0,98 KU/L se catalogaron como Fenotipo B, recibiendo
extracto acuoso completo Pharmalgen®, y a los pacientes del fenotipo A con IgEe a
Api m4 < 0,98 KU/L se les asigno el extracto acuoso purificado Aquagen®, un extracto
deplecionado de la fraccién de mas bajo peso molecular como la melitina. Resulté que los
pacientes del fenotipo B (altos respondedores a Api m 4) se caracterizaron, entre otras,
por una mala tolerancia a la inmunoterapia (tasa de reacciones sistémicas 41%) y una peor
tasa de éxito de la misma (eficacia 82%), pero no tuvieron una respuesta inmunoldgica
(intradermorreaccion, IgE e 1IgG4) a la inmunoterapia diferente de lo esperable. Por lo que
la IgE frente a Api m 4, se comporté como un indicador fenotipico individual, capaz de
discriminar gravedad de la enfermedad y respuesta a la inmunoterapia (39).

Tabla 2. Valores de IgE especifica (kU/I) segun presencia de reacciones sistémicas.

IgE (kU/l) | R.SISTEMICAS N MEDIAN Q3 P VALUE
. SI 19 21.96 83.6
Apiml
NO 50 5.20 21.0 0.2140
. SI 19 4.47 10.7
Api m2
NO 50 1.81 16.4 0.4352
. SI 19 1.78 5.4
Api m4
NO 50 0.29 0.8 0.0002

Toda esta informacion puede ser manejada en la clinica, identificando a priori
pacientes que muy probablemente van a tener reacciones sistémicas con la inmunoterapia
y adecuando las condiciones de administracion para proporcionar una mayor seguridad.

Conclusiones

El diagndstico por componentes es una pieza clave para el fenotipado de pacientes
con alergia al veneno de himenopteros, asi como para la eleccién de la inmunoterapia.

Dejando claro que no todos los pacientes alérgicos a veneno de himendpteros son
iguales y que no a todos se les debe ofrecer la misma solucion. Una vez conocida la
relevancia clinica de algunos alérgenos del veneno de abeja, se hace incuestionable la
necesidad para el diagnéstico habitual de los pacientes, y también parece obvio que
su contenido en los extractos inyectados con fines terapéuticos deberia ser conocido,
cuantificado y controlado en todos los lotes.
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