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Abreviaturas y terminologia empleada

Abreviatura Significado

APC Células presentadoras de antigenos
BAT Prueba de activacién de basofilos

cm centimetros

Cco2 Dioxido de carbono

IgE Inmunoglobulina E

IgG Inmunoglobulina G

1gG4 Inmunoglobulina G4

IL Interleucina

kDa kilo-Dalton

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
ml mililitro

n Tamafo muestral

ng nanogramo

OCEBM Centro de Oxford de Medicina basada en la evidencia
PAF Factor de activacién plaquetaria

pg picogramo

PGD2 Prostaglandina D2

TCR Receptor de células T

Th Linfocitos T helper (colaboradores)

TNF Factor de necrosis tumoral

VIT Inmunoterapia con veneno de himendpteros
ug microgramos



Resumen

Introduccion. La inmunoterapia es el Unico tratamiento etioldgico de la alergia al veneno
de himendpteros. Su objetivo es disminuir la respuesta de las células efectoras y evitar
reacciones sistémicas graves. Los marcadores propuestos en el seguimiento, como la
evolucion de la IgE especifica o la aparicion de 1gG4, no reflejan bien esta disminucién de la
respuesta, y la prueba de repicadura puede causar reacciones anafilacticas. La prueba de
activacion de baséfilos (BAT) mide “ex vivo” la activacion de dichas células mediante la
expresiéon de marcadores de superficie como el CD63, por lo que, de resultar util, supondria
una técnica segura en el seguimiento de la inmunoterapia.

Objetivos. Realizar una revision sistematica de la evidencia publicada sobre la utilidad del
BAT como marcador de eficacia de la inmunoterapia con veneno de Apis mellifera en
pacientes con alergia sistémica frente al veneno de este himendptero.

Métodos. Revision sistematica de los estudios publicados en las bases de datos MEDLINE,
Cochrane, y Clinical Trials Databases.

Resultados. Solo dos articulos se centran de una manera exclusiva en la utilidad del BAT en
el seguimiento de la inmunoterapia con veneno de Apis mellifera. En 4 articulos adicionales
se incluye algun paciente con alergia al veneno de este himendptero. Dos estudios realizan
prueba de repicadura (sobre un total de 14 pacientes) como patrén oro para demostrar la
eficacia de la inmunoterapia, y en ambos se demuestra que la activacién de baséfilos
disminuye al final del tratamiento, coincidiendo con la buena tolerancia a la exposicién al
veneno. La dosis de alérgeno con la que se observan los mejores resultados es de 0.1 pg/mL.
Los tiempos en los que se realizan los analisis son muy variables en los estudios publicados.

Conclusiones. La prueba del BAT puede ser util en el seguimiento de la inmunoterapia con
veneno de Apis mellifera como marcador de tolerancia a la exposicidn a este veneno. No
obstante, el nUmero de estudios y pacientes analizados es muy bajo, la técnica es compleja
y poco estandarizada como para recomendar de una forma generalizada su uso.

Palabras clave: Prueba de activacion de baséfilos, inmunoterapia, Apis mellifera.



Resumo

Introducién. A inmunoterapia é o Unico tratamento etioldxico da alerxia ao veleno de
himendpteros. O seu obxectivo é diminuir a resposta das células efectoras e evitar reaccidns
sistémicas graves. Os marcadores propostos no seguimento, como a evolucién da IgE
especifica ou a aparicion de 1gG4, non reflicten ben esta diminucién da resposta, e a proba
de repicadura pode causar reaccions anafilacticas. A proba de activacion de basodfilos (BAT)
mide “ex vivo” a activacidn das devanditas células mediante a expresion de marcadores de
superficie como o CD63, polo que de resultar util supoferia unha técnica segura no
seguimento da inmunoterapia.

Obxectivos. Realizar unha revision sistematica da evidencia publicada sobre a utilidade do
BAT como marcador de eficacia da inmunoterapia con veleno de Apis mellifera en pacientes
con alerxia sistémica fronte ao veleno deste himendptero.

Métodos. Revision sistematica dos estudos publicados nas bases de datos MEDLINE,
Cochrane, e Clinical Trials Databases.

Resultados. S6 dous artigos céntranse dunha maneira exclusiva na utilidade do BAT no
seguimento da inmunoterapia con veleno de Apis mellifera. En 4 artigos adicionais inclUese
alguln paciente con alerxia ao veleno deste himendéptero. Dous estudos realizan proba de
repicadura (sobre un total de 14 pacientes) como patrén oro para demostrar a eficacia da
inmunoterapia e en ambos se demostra que a activacién de basodfilos diminde ao final do
tratamento, coincidindo coa boa tolerancia & exposicion ao veleno. A dose de alérxeno coa
que se observan os mellores resultados é de 0.1 pg/mL. Os tempos nos que se realizan as
analises son moi variables nos estudos publicados.

Conclusions. A proba do BAT poder ser util no seguimento da inmunoterapia con veleno
de Apis mellifera como marcador de tolerancia a exposicién a este veleno. Con todo, o
numero de estudos e pacientes analizados é moi baixo, a técnica complexa e pouco
estandarizada como para recomendar dunha forma xeneralizada o seu uso.

Palabras Chave. Proba de activacion de basdfilos, inmunoterapia, Apis mellifera.



Abstract

Introduction. The only existing etiological treatment for Hymenoptera venom allergy is
immunotherapy. This treatment's objective is to reduce the effector cells’ response and to
avoid severe systemic reactions. The markers proposed to monitor the treatment, such as
the evolution of specific IgE or the appearance of IgG4, don’t properly reflect this decrease
of the response, and the re-sting test can cause anaphylactic reactions. The basophil
activation test (BAT) measures “in vivo” the activation of those cells through the expression
of surface markers such as CD63, so if proven useful it would entail a safe technique in the
monitoring of immunotherapy.

Aim of the study. To perform a systematic review of the evidence published about the
usefulness of BAT as a marker of effectiveness of immunotherapy with Apis mellifera venom
on patients with a systemic allergy to this hymenopter.

Methods. Systematic review of the results published on the databases MEDLINE, Cochrane
and Clinical Trials Databases.

Results. Only two articles focus exclusively on the utility of BAT on the follow up of the
immunotherapy with Apis mellifera venom. Four additional articles include cases of some
patients with allergy to this hymenopter’s venom. Two studies perform the re-sting test (on
a total of 14 patients) as the gold standard to show the efficiency of immunotherapy. Both
show a decrease in the activation of basophils at the end of the treatment, corresponding
with the patients” good tolerance to the exposure to the poison. The dose of the allergen
with which the best results are observed is 0.1 ug/mL. The times in which the analyses are
carried out vary broadly in published studies.

Conclusions. The BAT test is useful in the monitoring of immunotherapy with Apis mellifera
venom as marker of tolerance to the exposure to this venom. However, the number of
studies and patients analyzed is very low and the technique is complex and not sufficiently
standardized to recommend it’s use in a generalized way.

Key Words. Basophil activation test, allergen immunotherapy, Apis mellifera.



1. INTRODUCCION: LA ALERGIA AL VENENO DE LOS
HIMENOPTEROS

1.1 Epidemiologia y generalidades

Los himendpteros son un tipo de insecto caracterizado por tener alas membranosas vy
capacidad para inyectar veneno con una finalidad defensiva. Dentro del orden de los
himendpteros hay dos familias que destacan desde el punto de vista alergoldgico, la familia

Vespidae (donde se encuentran las avispas) y Apidae (familia a la que pertenecen las abejas)

(1).

El veneno de himendptero constituye una fuente alergénica importante y una de las
principales causas de anafilaxia. El veneno de abeja (Apis mellifera) es el mejor conocido
debido a la secuenciacion de su genoma y el estudio de su composicidn, convirtiéndose en
el modelo para el estudio de estos insectos. La alergia al veneno de himendpteros se
produce como consecuencia de una reaccién de hipersensibilidad dependiente de IgE a

algin componente del veneno de dichos insectos (2).

Se trata de una patologia cada vez mas frecuente en nuestro medio, alrededor de un 9-28%
de la poblacién presenta pruebas positivas pese a no haber presentado nunca
sintomatologia. Factores como realizar diversas actividades al aire libre o la aparicion de
especies invasoras como la Vespa velutina, que pese a ser originaria del sudeste asiatico, se
ha asentado en zonas del norte y noroeste peninsular, han contribuido a este aumento de

la prevalencia (3).

Las manifestaciones clinicas de la alergia al veneno de los himendépteros pueden variar
desde una reaccidn local, que puede afectar en torno al 5-26% de la poblacién general,
hasta manifestaciones sistémicas. Las manifestaciones generales son menos frecuentes, en

torno a un 2% de la poblacién, aunque mucho mas graves, pudiendo llegar incluso a



comprometer la vida del paciente. La mortalidad se encuentra en torno a las 0,03 y 0,48
muertes por 1.000.000 de personas al afio. Por lo tanto, la alergia al veneno de

himendpteros es una causa importante de morbi-mortalidad (3).

En la respuesta inmune al veneno de himendpteros intervienen varias células conocidas
como células efectoras, entre las que se encuentran los linfocitos Th2 efectores, mastocitos,

eosinofilos y basofilos (4,5).

Cuando el alérgeno entra en contacto por primera vez con el organismo, en nuestro caso a
través de la inoculacion por una picadura, es captado por la célula presentadora de
antigenos (APC), la cual lo presenta a través del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHCII) que se une al receptor TCR del linfocito T cooperador (Th0), lo que hace que el
linfocito se transforme en un Th2 y libere varias citoquinas (IL-4, IL-5, IL 9 e IL13)
responsables de aumentar la sintesis de IgE especifica, entre otras funciones. Dicha
inmunoglobulina se une a través del receptor Fc a la superficie de los baséfilos y mastocitos

(4,5).

Cuando el alérgeno entra en contacto de nuevo con el paciente alérgico, se une a la
inmunoglobulina fijada previamente en la superficie de los baséfilos y mastocitos, lo que
provoca su activacion y la liberacién de mediadores quimicos como la histamina, citoquinas
proinflamatorias, IL-4 e IL-5 y leucotrienos, o la sintesis del factor activador de plaquetas

(PAF) (5).

Ademds, los mastocitos favorecen la formacién y la respuesta de los linfocitos Th2,
mediante la IL-3, IL-5 y la prostaglandina D2 (PGD2). La IL-4 e IL-13 produce la sintesis de IgE
mediante la activacion de los linfocitos B. La IL-3 e IL-5 activa a los eosinéfilos, asi como la
IL-8 y el TNF-a que activa a los neutréfilos. La activacion de los eosindfilos y baséfilos

produce su desgranulacién (5).



1.2 Manifestaciones clinicas

Desde un punto de vista académico, las manifestaciones clinicas se dividen en locales y
sistémicas. Las reacciones locales se caracterizan por la aparicién de dolor, rubor, prurito o
una tumefaccién en la zona de la picadura, la cual es menor de 10 cm y se suele resolver en
las primeras 24 horas. Las reacciones locales extensas son parecidas a las locales normales,
pero en este caso la tumefaccidon es mayor de 10 cm y pueden persistir mas de 24 horas. Si
la picadura tiene lugar en una region de la cavidad respiratoria podria comprometer la via

aérea superior (2).

Las reacciones anafilacticas se encuentran dentro de las manifestaciones generales o
sistémicas. Son una expresién clinica de gravedad, se caracterizan por ser mediadas por IgE
y producir una liberacién masiva de los mediadores de las células efectoras, aparecen en un
periodo relativamente corto de tiempo tras la picadura del himendptero, generalmente
durante la primera hora. Pueden producir la afectacién de varios sistemas, como la piel, el

sistema respiratorio, circulatorio o digestivo, entre otros (2,6).

Puede cursar con sintomas como urticaria generalizada, angioedema, nduseas, vomitos,
diarreas, mareos, o sintomas respiratorios como la obstruccién bronquial que puede
obstruir la via aérea. Dichos sintomas respiratorios junto a las manifestaciones
cardiovasculares como la hipotensién, las arritmias o incluso la parada cardiorrespiratoria
son una potencial causa de muerte (2,6), de ahi la necesidad de un correcto diagndstico y

tratamiento de esta patologia.

1.3 Diagnostico

La historia clinica juega un papel fundamental en el diagndstico de la alergia al veneno de

himendpteros, ya que una historia clinica compatible junto a la demostraciéon de IgE

especifica, es suficiente para establecer el diagndstico. La mayoria de las técnicas



diagndsticas deberan ser realizadas por un especialista en un medio hospitalario, debido al
elevado riesgo de que puedan producirse manifestaciones sistémicas que puedan causar la

muerte del paciente (1).

En la historia clinica deben quedar reflejados aspectos basicos como el insecto implicado,
el tipo de sintomatologia, el tiempo transcurrido desde la picadura hasta la aparicién de la
clinica, la presencia de otras enfermedades que puedan agravar el cuadro clinico como por
ejemplo el asma o las enfermedades cardiovasculares, asi como el riesgo de repicadura y

por lo tanto reacciones en el futuro (1).

Entre las pruebas in vivo se destacan las pruebas intradérmicas que tienen una sensibilidad
mayor que las pruebas intraepidérmicas o pruebas de prick. Con la llegada del diagndstico
molecular in vitro, las pruebas cutdneas han sido relegadas a un segundo plano pues suele
ser precisa la confirmacion del insecto responsable mediante la demostracion del
reconocimiento de la IgE de las distintas proteinas presentes en el veneno. Las pruebas in
vitro permiten no solo confirmar la existencia de la IgE especifica frente a la fuente
alergénica completa (veneno completo del insecto implicado), si no también identificar el
sensibilizante primario y los componentes dominantes (7). Asi, para el caso de Apis

mellifera, los componentes moleculares identificados se recogen en la Tabla 1 (2).

Tabla 1. Componentes moleculares del veneno de Apis mellifera (2)
Alérgeno Peso molecular (kDa) Funcion
Apim1 16 Fosfolipasa A2
Apim 2 39 Hialuronidasa
Apim 3 43 Fosfatasa acida
Apim 4 3 Melitina
Apim5 100 Dipeptidilpeptidasa IV (alérgeno C)
Apim6 8 Inhibidor de proteasa
Apim 7 39 Proteasa
Apim 8 70 Carboxilesterasa
Apim 9 60 Carboxipeptidasa
Apim 10 50-55 Icarapina
Apim 11 50 Proteina principal de la jalea real
Apim 12 200 Vitelogenina




1.4 La inmunoterapia especifica es el tratamiento de eleccién en la anafilaxia

al veneno de los himenodpteros

El empleo de extractos alergénicos o vacunas para la alergia con el veneno puro del
himendptero responsable es el tratamiento etioldgico de eleccidn con el que se consigue la
proteccion frente a una nueva picadura, evitando la reproduccién de la reaccién anafilactica
(8). Para ello se administran dosis repetidas del alérgeno con una periodicidad mensual o
bimensual y durante un periodo que oscila entre 3 y 5 afios. El objetivo de la inmunoterapia
es producir un cambio de isotipo en las inmunoglobulinas, dando lugar a la produccién de
IgG4 especifica y un cambio en el patron de produccion de citocinas a través de la

estimulacién de las células reguladoras (9).

Para valorar los cambios inmunolégicos que provoca la inmunoterapia y la posible

tolerancia a picaduras posteriores se disponen de varias técnicas:

1.4.1 La prueba de repicadura.

Consiste en exponer al paciente de forma controlada a la picadura del himendptero. El
paciente se encuentra monitorizado y se pretende comprobar si se reproduce o no la
reacciéon que motivo el tratamiento, con la idea de reproducir una picadura espontanea
ambiental, y poder orientar al paciente sobre la necesidad de llevar o no adrenalina para su

autoadministracion, e incluso valorar la suspension del tratamiento.

Desde un punto de vista tedrico, se considera el patrén oro como forma de controlar la
eficacia de la inmunoterapia, pero estas pruebas no estdn exentas de riesgo, pudiendo
desencadenar reacciones adversas graves. Esta metodologia depende, ademas, de la
posibilidad de conseguir ejemplares para la prueba y de asegurar que la inyeccién del
veneno es total y no parcial lo que puede variar por la situacién de estrés en la que se

encuentra el insecto al que, previamente, se le han de cortar las alas y se anestesia



ligeramente con CO2. La prueba de la repicadura no esta indicada durante la fase de

diagndstico, solamente en el seguimiento de la eficacia del tratamiento.

1.4.2 Cambios humorales.

El aumento de IgG y particularmente de IgG4 tienden a asociarse al tratamiento con
inmunoterapia, dichos anticuerpos podrian tener un efecto bloqueante al competir con la
IgE, de esta forma al unirse el alérgeno con la IgG4, no habria activacion de mastocitos y
basofilos evitando la liberacion de mediadores inflamatorios. Sin embargo, pese a que la
inmunoterapia con veneno de himendpteros aumenta los niveles de IgG4, parece que no
se correlaciona bien con la respuesta clinica. La tabla 2 recoge alguno de los cambios

inmunoldgicos producidos en el tratamiento con la inmunoterapia (9).

Tabla 2: Cambios producidos en el tratamiento con inmunoterapia (9)

Cambios de anticuerpos

Aumento de IgG, particularmente de IgG4

Aumento inicial de IgE especifica contra el alérgeno y posteriormente una disminucion gradual

Cambios celulares

Aumento de células B reguladoras especificas

Aumento de la secrecién de IL-10

Aumento de las células T reguladoras especificas

Supresion de la proliferacion de células Th2

Disminucion en la liberacion de mediadores de mastocitos, basofilos y eosindfilos

Disminucion de los factores liberadores de histamina

El estudio de la evolucion de los niveles de IgE especificas frente al veneno de himendptero
implicado forma parte de la practica clinica habitual, si bien no estd clara la relacion entre
los mismos y la tolerancia a la exposicidn. Asi, pese a que se considera que los niveles altos
de IgE especifica podrian justificar una peor tolerancia a la exposicién, unos niveles bajos

no descartan reactividad clinica.
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La ausencia de una prueba diagndstica fiable y sin riesgos, ha llevado a la busqueda de

marcadores alternativos entre los que se encuentra la prueba de activacion de basofilos.

1.4.3 La prueba de activacion de basofilos.

La prueba de activacién de basodfilos (BAT) es una técnica “in vitro” especifica para las
reacciones de hipersensibilidad tipo I. Se fundamenta en la expresién o sobreexpresion de
las moléculas CD63 y CD203c en la superficie del basdfilo una vez se ha activado. Cuando el
alérgeno se une a la IgE de la superficie del basdfilo, este se activa, lo que hace que los
granulos se fusionen con la membrana de la célula y liberen su contenido, es en esta fusion
cuando moléculas que se encontraban en el interior del citoplasma se expresan en la
superficie del basdfilo, siendo por lo tanto las moléculas CD63 y CD203c marcadores de
activacion del basdfilo (7,10). Mientras el CD203c se encuentra ya en la superficie de los
basofilos, CD63 se localiza en la membrana de los granulos intracitoplasmaticos y solo
aparece en la superficie del basdéfilo cuando los granulos se abren al exterior en el proceso
de activacién (7). Este marcador, no obstante, puede aparecer en la superficie de otras
células como monocitos, plaquetas o macréfagos por lo que no se puede considerar como

exclusivo de los basodfilos (10).

La principal ventaja de la BAT es que, en cierta forma, reproducen “ex vivo” una reaccion
de hipersensibilidad mediada por IgE, evitando asi el riesgo de una prueba de exposicién no
solo con el veneno de los himendpteros, también con alimentos o medicamentos en los que

si tiene una finalidad diagnéstica (7).

Si bien esta prueba se ha utilizado como pardmetro de seguimiento en la inmunoterapia
con aeroalérgenos y con alimentos, los estudios realizados con veneno de himendpteros
son escasos y con una metodologia no siempre uniforme. No existen revisiones sistematicas
que analicen la utilidad de esta prueba en el seguimiento de los pacientes tratados con

veneno de Apis mellifera.
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2. OBIJETIVO

El principal objetivo del presente Trabajo de Fin de Grado es el de realizar una revision
sistematica sobre los estudios publicados con el empleo de la BAT, con la finalidad de
comprobar su utilidad como marcador de eficacia en el seguimiento de los pacientes
diagnosticados de anafilaxia por veneno de Apis mellifera que reciben inmunoterapia

especifica con este veneno.

3. METODOLOGIA EMPLEADA

Para la realizacion de la presente revision sistematica, conté con el apoyo de cuatro médicos
especialistas en Alergologia del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago que

reprodujeron la busqueda sistematica y ayudaron a analizar las inconsistencias.

Las palabras clave empleadas para la busqueda bibliografica fueron “basophil activation
test” OR “basophil reactivity” AND “hymenoptera venom immunotherapy”. Se utilizaron
los operadores booleanos “AND” y “OR” para limitar la busqueda a aquellos articulos
especificamente dirigidos al objetivo a evaluar en el presente TFG. No se limitd la busqueda
por veneno especifico de himendptero para evitar la pérdida de estudios en los que se
hubiesen empleado venenos de distintas especies no claramente especificadas en titulo,
abstract o palabras clave. La revision se realizd en MEDLINE, Cochrane y Clinical Trials

Databases con limite temporal establecido entre 1990, afio en que se desarrolld la técnica,

12



y el 8 de enero de 2021. No se limitd la busqueda por idioma, pero se descartaron aquellos
articulos escritos en un idioma diferente a inglés o espafol. Se investigd la presencia de
referencias adicionales en los propios articulos resultado de la busqueda. El Flowchart de la

busqueda se representa en la Figura 1.

Referencias identificadas Referencias identificadas
mediante la blisqueda en bases mediante otros métodos de
de datos electronicos (n=49) busqueda (n=1)

Referencias después de excluir los duplicados (n=49)

Revisiones (n=11)

Experimentacion animal (n=2)

No seguimiento inmunoterapia (n=16)
Seguimiento inmunoterapia solo Vespidos (n=4)
Estudios sin BAT (n=4)

Otros etiologias (n=2)

Otros idiomas (n=4)

Referencias excluidas (n=43) |—

Referencias que cumplen los criterios (n=6)

Figura 1. Flowchart de la busqueda y seleccion de articulos en la presente revision. Fuente:

elaboracion propia.

Los niveles de evidencia y grado de recomendacion del Oxford Centre for Evidence-Based

Medicine (OCEBM) se recogen en la Tabla 3.

Para cada articulo se analizo:

a. Numero de pacientes incluidos en el estudio y su edad (expresada como edad media
o mediana y rango, segun se detalle en los mismos).

b. Método empleado para la realizacién del BAT.
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Punto de corte seleccionado para definir un resultado positivo en el BAT.

Dosis del alérgeno (veneno de Apis mellifera) con los que se realizaron los estudios
del BAT.

Momento en que se realizé el analisis respecto al tratamiento.

La realizacién o no de prueba de repicadura o analisis de picaduras espontaneas.
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Tabla 3. Niveles de evidencia y grados de recomendacion de la OCEBM (2009) (11,12)

Nivel de Tipo de estudio Grado de Significado
recomendacion

Revision sistematica de ensayos clinicos aleatorizados (con homogeneidad). A Muy recomendable

ev i
Ensayo clinico aleatorizado con intervalo de confianza estrecho.
1c Préactica clinica ("todos o ninguno": cuando todos los pacientes mueren antes de
que el tratamiento esté disponible, y con él algunos sobreviven; o cuando algunos
pacientes moririan antes de que el tratamiento esté disponible, pero con él no
muere ninguno).
_ Revision sistematica de estudios de cohortes (con homogeneidad). B Favorable
Estudio de cohortes o ensayo clinico aleatorizado de baja calidad (por ejemplo,
_ seguimiento <80%).
Outcomes research (estudios de cohortes de pacientes con el mismo diagndstico en
los que se relacionan los eventos que suceden con la terapia administrada), estudios
ecoldgicos.
_ Revision sistematica de estudios de casos y controles (con homogeneidad).
_ Estudios de casos y controles.
Serie de casos o estudios de cohortes de baja calidad que no logran definir C Favorable pero no
claramente los grupos de comparaciéon y/o no miden de manera objetiva las concluyente
exposiciones y los resultados (preferiblemente cegados) y/o sin identificar o
controlar adecuadamente variables de confusién conocidas y/o sin seguimiento
completo y suficientemente prolongado.

Opinidn de expertos sin valoracion critica explicita o basada en principios fisiolégicos D Ni se recomienda ni
o fisiopatolégicos. se desaprueba

OCEBM: Centro de Oxford de Medicina basada en la evidencia
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4. RESULTADOS

Tan solo dos articulos centran su atencién de forma exclusiva en la alergia al veneno de Apis
mellifera y la utilidad del BAT en el seguimiento de la inmunoterapia especifica (13,14) pero
en ambos casos se trata de trabajos realizados en la edad pediatrica y no se realiza prueba

de la repicadura, aunque si se analiza si los pacientes han padecido picaduras espontdneas.

Los cuatro articulos restantes estudian la prueba del BAT en la alergia al veneno de los
himendpteros e incluyen a pacientes con alergia y vacunacion frente a distintas especies.
En el caso de estos articulos se ha analizado la utilidad del BAT en el seguimiento de los que
se vacunaron frente a Apis mellifera, siempre que se aporte esta informacién de forma
especifica frente a este veneno. En los casos en los que esto no fue posible, por falta de
detalle en la publicacién, se especifica en el andlisis. Un resumen de los resultados
obtenidos se presenta en la Tabla 4. Dado el reducido nimero de articulos encontrados que
cumplen estos criterios se explicaran de forma individual con unas conclusiones y discusidon

conjunta.

Monitoring honeybee venom immunotherapy in children with the basophil activation test.

Zitnik S et al. Pediatr Allergy Immunol 2012;33:166-172 (13).
Edad y nimero de pacientes. Estudio realizado en 31 pacientes con edades comprendidas
entre los 4 y 18 afios. Los pacientes recibieron veneno de Apis mellifera con una dosis de

mantenimiento cada 4 semanas.

Prueba de BAT. Se realizd con anticuerpo monoclonal anti-CD63 y el punto de corte se

establecié en un 15% de basdfilos activados tras la estimulacién con el alérgeno.
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Se emplearon 2 concentraciones del veneno: 0.1y 1 pg/mL.

La activacion se realizé en 4 momentos:

Basal (T0), antes del inicio de la inmunoterapia.

A los 5 dias tras haber alcanzado la dosis de mantenimiento de 100 pg en una pauta rush
(T1)

A los 6 meses del inicio de la inmunoterapia (T2)

A los 2-4 afios de tratamiento (T3). Esta Ultima determinacion solo se realizé en 26 de los

pacientes pues en 5 casos se abandoné el tratamiento y no fue posible hacer el seguimiento.

Prueba de repicadura. No, pero si hacen seguimiento de picaduras espontaneas durante el
periodo del estudio y observaron buena tolerancia en 14 nifios que padecieron este tipo de

picaduras de forma natural.

Resultados obtenidos y andlisis. Cuando la concentracion de veneno que se emplea es la de
1 ug/mL no se observan cambios relevantes a lo largo del tiempo. En la determinacién
realizada a los 6 meses si se observa un descenso de la activacion de los basoéfilos pero que
se recupera en la siguiente determinacioén realizada a los 2 0 4 afios. Por el contrario, con la
concentracion de 0.1 ug/mL, los pacientes muestran una menor activacion basal que con la
concentracién mas alta pero, aun asi, positiva. Tras 6 meses de tratamiento la activacién se
reduce hasta 4 veces y esta reduccion se mantiene a los 2-4 afios de inmunoterapia.

En este estudio analizan el cociente entre la activacién a 0.1y 1 ug/mLy comprueban que
disminuye de forma significativa con el tratamiento lo que es légico puesto que, como ya
se ha comentado la activacién disminuye con la dosis mas baja y se mantiene con la mas
alta por lo que la disminucién del cociente refleja esta diferente respuesta en funcién de la

dosis.
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Laboratory markers of mast cell and basophil activation in monitoring rush
immunotherapy in bee venom-allergic children. Cichocka-Jarosz E et al. Immunotherapy

2011;3:1013-1017 (14).

Edad y numero de pacientes. En el estudio se incluyen 5 pacientes con edades comprendidas
entre los 9,5 y los 18 afios. Los pacientes recibieron inmunoterapia con veneno de Apis
mellifera con dos dosis de mantenimiento posteriores a la dosis acumulada de 100 pg en

las semanas 2 y 4.

Prueba de BAT. Se realizd con el anticuerpo monoclonal anti-CD63 estableciendo el punto
de corte en un aumento de basofilos del 10%.

Se emplearon 5 concentraciones comprendidas entre 11.5 ng/mLy 1.15 pg/mL.

La activacidn se realizé en tres momentos:

Basal (TO) antes del inicio de la inmunoterapia.

A los 15 dias (T1) del inicio del estudio y antes de la administracion de la primera dosis de
mantenimiento.

A los 40 dias (T2) del inicio de la inmunoterapia.

Prueba de repicadura. No realizan la prueba de repicadura.

Resultados obtenidos y andlisis. Los resultados de la prueba de activacidon de baséfilos
permanecieron positivos en cuatro pacientes durante todo el periodo de observacion,
todos ellos reaccionaron a la concentracién de 11.5 ng/mL Yy dos a la concentracion de 1.15
ng/mL. No se aporta informacidn sobre los resultados con las concentraciones inferiores. El
nifio de 9,5 afos (paciente 5) permanecio negativo en las tres mediciones, las explicaciones
a este hallazgo podrian ser una doble sensibilizacién o una reaccidn cruzada al veneno de
abeja y avispa.

Los resultados en la prueba de activacion de basoéfilos se mantuvieron constantes e

interpretables durante la realizacién del estudio, lo que reforzd la opinidn de que la BAT es
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una prueba util en el para la deteccidon de la alergia al veneno de Apis mellifera pero no en
el seguimiento de la inmunoterapia en los momentos estudiados. Por otra parte, y teniendo
en cuenta que solo se determina la activacién hasta 40 dias después de iniciado el
tratamiento, los resultados no son muy valorables para analizar la técnica como medida de

seguimiento a largo plazo de un tratamiento que requiere afios para conseguir su efecto.

Basophil response and the induction of a tolerance in venom immunotherapy: a long-term

sting challenge. Erzen R et al. Allergy 2012;67:822-839 (15).

Edad y numero de pacientes. En este estudio se incluyd a un total de 33 pacientes pero se
analizan los datos de los 23 que finalizaron el estudio. De ellos, 12 recibieron veneno de
Apis mellifera (los 11 restantes eran alérgicos al veneno de véspidos). El rango de edades

de los 12 pacientes con alergia a veneno de Apis mellifera fue de 25 a 63.

Prueba de BAT. Se realizd con anticuerpo monoclonal anti-CD63 y el punto de corte se
establecié en un 15% de basdfilos activados tras la estimulacién con el alérgeno.

Se emplearon 2 concentraciones del veneno: 0.1y 1 ug/mL.

La activacion se realizé en 4 momentos:

Basal (T0), antes del inicio de la inmunoterapia.

Tras un afio de inmunoterapia con 100 pg de veneno en 10 pacientes y 150 y 180 ug en los
2 pacientes restantes (T1)

Tras finalizar el periodo de tratamiento que se mantuvo un total de entre 4 y 5 afios (T2).

Alos 2-6 meses de realizar la prueba de la repicadura una vez finalizado el tratamiento (T3).
Prueba de repicadura. Se realizd a los 12 pacientes con resultado negativo en 11 de ellos. El

Unico paciente que presentd una prueba positiva desarrollé una reaccion sistémica de grado

Il tras la repicadura.
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Resultados obtenidos y andlisis. Cuando la concentracion de veneno que se emplea es la de
1 ug/mL no se observan cambios relevantes a lo largo del tiempo. Por el contrario, con la
concentracion de 0.1 pug/mL, los pacientes muestran una disminucion de la actividad de los
basdfilos de hasta 4 veces en las determinaciones realizadas en T2 y T3, esto es, tras finalizar
la inmunoterapia y tras la realizacion de la prueba de la repicadura. El Unico paciente que
presentd una prueba de repicadura positiva tuvo un comportamiento diferente en la
prueba de activacion de basodfilos que no disminuyd en ningin momento, siendo incluso
mas marcada la activacion de los basdfilos en los ultimos analisis.

Estos resultados apoyan el efecto de bloqueo de la respuesta de las células efectoras que
consigue la inmunoterapia especifica y que no parece alterarse por la picadura con el
insecto, favoreciendo un estado de proteccion elevado para la mayoria de los pacientes.
Los resultados presentados por este grupo indican que el BAT es una prueba diagndstica
util para comprobar la tolerancia a la repicadura tras la inmunoterapia especifica a los 4-5

anos.

Short-, intermediate-, and long-term changes in basophil reactivity induced by venom
immunotherapy. Rodriguez-Trabado et al. Allergy Asthma Immunol Res 2016;8:412-420
(16).

Edad y numero de pacientes. En este estudio se incluyd a un total de 10 pacientes de los
cuales, 2 recibieron veneno de Apis mellifera (los 8 restantes eran alérgicos al veneno de
véspidos). La edad de los 2 pacientes fue de 14 y 77 afios. En este estudio se incluyg,
ademas, a 4 y 7 pacientes que habian recibido inmunoterapia con Apis mellifera durante 3
y 5 aios, respectivamente, pero sin determinacion basal por lo que no se incluyeron en el

presente analisis.
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Prueba de BAT. Se realizé con anticuerpo monoclonal anti-CD63 y anti-CD203 y el punto de
corte se establecié en un 15% de basofilos activados tras la estimulacién con el alérgeno en
la expresién de CD63.

Se emplearon 4 concentraciones del veneno: 25 ng, 0.1, 0.5y 1 pg/mL.

La activacion se realizé en 7 momentos:

Basal (T0), antes del inicio de la inmunoterapia.

A las 10 semanas de iniciado el tratamiento (T1).

A los 3 meses de tratamiento (T2).

A los 6 meses de tratamiento (T3).

A los 12 meses de tratamiento (T4).

A los 18 meses de tratamiento (T5).

Tras finalizar la vacunacion, a los 60 meses (T6).

Prueba de repicadura. No se realizd prueba de repicadura pero si seguimiento de las
picaduras espontaneas. El paciente de 14 afios padecid una picadura espontanea a los 12

meses de tratamiento que fue bien tolerada, sin reaccion.

Resultados obtenidos y andlisis. Se observa un descenso inicial en la activacion de basoéfilos
que ocurre en las mediciones realizadas 1 y 3 meses tras el inicio de la inmunoterapia,
siendo mas marcado el descenso en la segunda determinacién. Curiosamente, este
descenso no se mantiene en las determinaciones realizadas después a los 6y 12 meses pero
vuelve a disminuir, especialmente, en la determinacién realizada al final del tratamiento.
En relacién a las concentraciones del veneno, los hallazgos fueron con todas las
concentraciones si bien los autores apuntan a una mejor discriminacion con las dosis
inferiores: los primeros descensos de la activacién de baséfilos se observaron con las dosis
mas bajas. En el analisis realizado a 18 y 60 meses, la activacién desaparece en el 85y 100%

de los casos, respectivamente.
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Follow-up of venom immunotherapy on flow cytometry and definition of a protective

index. Sainte-Laudy et al. Int Arch Allergy Immunol 2016;170:243-250 (17).

Edad y numero de pacientes. En este estudio se incluyd a un total de 45 pacientes de los
cuales, 7 recibieron veneno de Apis mellifera (los 38 restantes eran alérgicos al veneno de
véspidos) si bien tan solo 15 pudieron completar el estudio, 2 de ellos alérgicos a Apis
mellifera por lo que el andlisis se centrara en estos 2 pacientes. No se aporta informacion
detallada de las edades de estos 2 sujetos si bien todos fueron adultos (una edad media de

51 afios con un rango entre 20 y 76 afios para el total de la muestra).

Prueba de BAT. Se realizd con anticuerpo monoclonal anti-CD63 en su estuche comercial
Flow2CAST y el punto de corte se definié en el 15% de basdfilos activados tras la
estimulacién con el alérgeno en la expresion de CD63.

Se emplearon 4 concentraciones del veneno: 9, 28 y 83 ng/mLy 0.25 pg/mL.

La activacion se realizé en 3 momentos:

Basal (T0), antes del inicio de la inmunoterapia.

A las 21 semanas de tratamiento (T1).

A los 3-5 afios de tratamiento (T2).

Prueba de repicadura. Se realizé prueba de repicadura tras finalizar el tratamiento.

Resultados obtenidos y andlisis. Se observa una respuesta basal muy intensa frente al
veneno de Apis mellifera en los 2 pacientes. A las 21 semanas observa un descenso de la
actividad de hasta 7 veces en ambos. En el andlisis realizado a los 3-5 afios de inmunoterapia
el descenso del porcentaje de activacion de baséfilos aumenta llegando a ser 13 veces en
un paciente y 24 veces menor en el otro paciente estudiado. A pesar de realizar el estudio
con varias concentraciones no especifican cudl es la concentracién que produce una mayor

discriminacién en la respuesta. La prueba de la repicadura fue negativa en los dos pacientes.
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Agreement of skin test with IL-4 production and CD40L expression by T cells upon
immunotherapy of subjects with systemic reactions to Hymenoptera stings. Urra JM et al.

Molecular Immunol 2016;70:134-139 (18).

Edad y numero de pacientes. Se realiza seguimiento de inmunoterapia a 14 pacientes de los
gue uno realizé tratamiento con veneno de Apis mellifera, siendo 13 alérgicos a véspidos y
un paciente que no reconoce el insecto implicado en la reaccién. La paciente incluida en el

estudio tenia 33 afios en el momento de su inclusion.

Prueba de BAT. Se realizé con anticuerpo monoclonal anti-CD63 mediante el estuche
comercial BASOTEST. No se especifica el punto de corte por encima del cual se considera
que la activacion es positiva.

Se emplearon 2 concentraciones del veneno: 0.1y 1 pg/mL.

La activacion se realizé en 2 momentos:

Basal (T0), antes del inicio de la inmunoterapia.

A los 6 meses de tratamiento (T1).

Prueba de repicadura. No se realizé prueba de repicadura.

Resultados obtenidos y andlisis. De la informacion recogida en la tabla de la publicacion se
comprueba que el Unico paciente que no presentd ningun grado de activacién basal fue

precisamente el paciente alérgico al veneno de Apis mellifera y tampoco se observa una

modificacién significativa a los 6 meses.
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Autor y afio Edad LN Corte Determinaciones Resultado Repicadura

activacion
Cichocka-Jarosz 2011 9.5-18 afios  1.15 pg- 11.5 pg 10% Basal (TO) - 15 dias (T1) No diferencias en TO, T1y T2 No
0.115ng-1.15 ng - 40 dias (T2)
11.5ng
4-18 afos 0.1pg-1pg 15% Basal (TO) - 5 dias (T1) -  0.1/1pg disminuye a T2y T3 No
6 m (T2) - 2-4 afios (T3)
Erzen 2012 25-68 0.1pg-1ug 15% Basal (TO) - 1 afio (T1) 0.1 pg disminuye X4 en T2y T3 Si
Fin de la ITE (T2) -Tras 1 pg no marca diferencias
repicadura (T3)
Rodriguez Trabado 2016 14-76 25ng-0.1pg 15% Basal (TO) - 10 sem (T1) Descenso en Tl y en T2 para las No
0.5ug-1ug -3m(T2)-6m (T3)-12 concentraciones mas bajas.
m (T4) - 18 m (T5) - 60 Ascenso posterior y descenso en T6
m (T6) para todas las dosis.
Sainte-Laudy 2016 20-76 9 ng - 28 ng-83ng 15% Basal (TO) - 21 sem (T1) Descenso en T1y T2 sin especificar Si
-0.25 ug - 3-5 afios (T2) concentraciones a las que sucede
Urra 2016 33 afos 0.1pg-1pg No Basal (TO) - 6 m (T1) Sin activacion basal ni a los 6 meses* No
especifica

Tabla 4. Resumen de la informacidn obtenida en los articulos que cumplen los criterios de la busqueda: pacientes con alergia a veneno de Apis
mellifera que se someten a inmunoterapia especifica y se realiza prueba de activacion de baséfilos en el seguimiento de los pacientes.
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5. DISCUSION

La técnica de BAT se posiciona como un método que trataria de reproducir in vitro la
reacciéon que los pacientes podrian manifestar in vivo. Mediante el BAT se pretende
identificar la respuesta alérgica especifica de los baséfilos ante el estimulo alergénico frente
al que el paciente tiene IgE especifica. De forma similar a lo que ocurre en una prueba
cutanea en la que el contacto en la piel con el alérgeno es capaz de desencadenar una
reaccién inflamatoria local, el BAT mediria la expresion del CD63 situado en la superficie de
los granulos intracitoplasmaticos cuando estos alcanzan la superficie del basdfilo tras su
degranulacion o activacién. Se trataria, por tanto, desde un punto de vista tedrico, de un
método funcional que mediria la capacidad de activacion tras el contacto con el alérgeno

mediado por IgE.

Los estudios realizados en edad pedidtrica no permiten hacer extensivos los resultados a

la edad adulta.

Los dos Unicos estudios en los que la poblacidén diana son los alérgicos al veneno de Apis
mellifera se han realizado en la edad pediatrica. Este dato llama la atencidn porque, de
acuerdo con las series publicadas, la historia natural de la alergia al veneno de los
himendpteros en la infancia lleva parejo un buen prondstico de forma que en solo el 5% de
los casos se llega a repetir una reaccion sistémica con picaduras posteriores (19) al contrario
de lo que sucede en los adultos (20). Por esta razén se indica que, en los menores de 16
anos, la inmunoterapia solo estd indicada en casos de reacciones graves y, especialmente,
en hijos de apicultores que estarian altamente expuestos. No disponemos de informacion
sobre la indicacion de la inmunoterapia en los pacientes incluidos en estos dos estudios o
sus circunstancias epidemioldgicas. Por esta razén, si bien el estudio de Cichocka-Jarosz y
cols no muestra diferencias en la activacién en los 3 momentos en los que se analiza (14) si

se observa en el estudio de Zitnik y cols (13). En cualquier caso, los dos estudios se realizan
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en tiempos muy diferentes lo que puede, en si mismo, justificar las diferencias, como se
indicara en el apartado correspondiente.

Respecto al resto de estudios que si se hacen en poblacién adulta, el nimero de pacientes
es muy pequeno, excepcion del estudio de Erzen y cols que incluye a 12 pacientes y en los
que si parece que el BAT sigue un curso paralelo con la tolerancia a la picadura tras la

inmunoterapia (15).

Las dosis de exposicion al alérgeno no estdn bien definidas

Las concentraciones necesarias para producir una activacion de basofilos son alérgeno-
dependiente y no se encuentran bien definidas. En general, para alérgenos proteicos como
los de los venenos de himendpteros, las concentraciones se suelen encontrar en el rango
de pug/mL pero concentraciones de ng/mL o incluso pg/mL pueden ser suficientes (Sabogal-
Cuadro). Las concentraciones mas frecuentemente empleadas en los estudios revisados son
0.1y 1 pg/mL (13,15,16,18) si bien parece que la concentracion que mas discrimina es 0.1
pug/mL (13,15,16) y se propone el empleo del cociente 0.1/1 pug/mL como mejor marcador

en uno de los estudios (13).

El momento en que se realiza el andlisis determina la respuesta y su utilidad diagndstica

en el seguimiento de la inmunoterapia especifica

Es bien sabido que la inmunoterapia especifica actua a diversos niveles y que su cinética
varia a lo largo del tiempo. Los cambios inmunoldgicos que se producen con la
inmunoterapia son bien conocidos y abarcan desde cambios humorales (inicial aumento de
la IgE con posterior descenso, aumento lento y progresivo de la IgG4), aumento del umbral
de respuesta de las células efectoras y cambios en las células reguladoras (9). Los distintos
estudios analizan la activacidn de basdfilos en periodos diferentes. Todos contienen una
determinacion basal, imprescindible para conocer la situacion de partida antes del inicio de

la inmunoterapia, pero la evaluacién posterior va desde 5 dias tras alcanzar en una pauta
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rush la dosis de mantenimiento (13) hasta varios afios al finalizar todo el proceso de
vacunacién (13,15-17). De los resultados de activacion se deduce que las diferencias son
significativas tras aflos de tratamiento (13,15-17), con un marcado descenso de la activacién
tras las dosis bajas, aunque en alguno de los estudios las dosis mas altas también se
acompafian de disminucion de la activacion (16,17). En los dos estudios que no realizan
seguimiento a largo plazo, concretamente, el estudio de Cichocka-Jarosz y cols. (14) y Urra

y cols. (18), no observan cambios relevantes a 40 dias y 6 meses, respectivamente.

Por su parte, en los dos estudios en los que se realiza prueba de la repicadura al final del
tratamiento (15,17), la tolerancia a la misma es la regla que afecta a todos menos un
paciente del estudio de Erzen y cols (15). Se debe llamar la atencidn sobre este ultimo

puesto que es un paciente sin activacién en el momento basal y sin modificacién posterior.
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6. RECOMENDACIONES

La prueba del BAT se puede utilizar en el seguimiento de la inmunoterapia con
veneno de Apis mellifera como marcador de eficacia del tratamiento con resultados
consistentes con los obtenidos en la prueba de la repicadura (nivel de evidencia IV,
grado de recomendacién C).

La concentracién del veneno de Apis mellifera recomendada para la realizacién del
BAT es de 0.1 pg/mL (nivel de evidencia IV y grado de recomendacion C).

El momento en el que el BAT es capaz de discriminar una evolucion favorable de la
no favorable en la inmunoterapia es a partir de un afio de tratamiento por lo que no
se recomienda realizar determinaciones de BAT de forma temprana si la finalidad es
comprobar la eficacia del tratamiento (nivel de evidencia IV y grado de

recomendacion C).

7. CONCLUSIONES

Los estudios publicados que emplean la técnica de BAT en el seguimiento de la
inmunoterapia con veneno de Apis mellifera son escasos y con un reducido niumero
de pacientes.

Se trata de estudios de baja calidad que no incluyen un grupo placebo que no recibe
el tratamiento.

El nimero de estudios en los que se utiliza una prueba patrén oro, repicadura con el
insecto responsable, es muy bajo (tan solo dos trabajos emplean este método de

confirmacion de la buena tolerancia).

Por todo lo expuesto, seria recomendable realizar estudios en una poblacion mas

amplia, con un disefio doble ciego y controlado con placebo o con una alternativa

terapéutica en los que se confirme la tolerancia mediante prueba de repicadura.
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