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RESUMO

Introducdo: A maioria dos doentes com alergia a picada de himenodpteros apresenta dupla positividade (testes
cutdneos-TC/IgE especifica-sIgE) para veneno de abelha (A), vespa (V) e Polistes (P), constituindo um problema quer no
diagnostico quer na selegao para imunoterapia especifica (IT). Objetivo: Caraterizagao do perfil de sensibilizagao de
doentes alérgicos a picada de himendpteros, através da utilizagdo de alergénios recombinantes, fosfolipases, hialuroni-
dases e determinantes dos carboidratos para distinguir dupla sensibilizagao de reatividade cruzada. Avaliagao da
contribuicdo do teste de ativagdo de baséfilos (TAB) no diagndstico. Métodos: Foram incluidos 124 doentes com
historia de reagao sistémica (RS), ndo submetidos a IT, e um grupo-controlo de 30 individuos sem histéria de reacao.
Os TC foram realizados com extratos comerciais (EC) de veneno, assim como determinagao de slIgE sérica. Doseou-se
também slgE para recombinantes, Api ml, Ves v5, Ves vl, Pol d5 e CCD. Em doentes com TC/slIgE negativos, foi reali-
zado o TAB em seis concentragdes. Resultados: Baseada na sigE, 66 doentes (53%) encontravam-se polissensibilizados
e 38 doentes (31%) monossensibilizados. Em 20 doentes (16%) os TC/sIgE foram negativos. Dos 66 doentes polissensi-
bilizados, 32 (49%) apresentavam dupla sensibilizagdo, 23 (35%) reatividade cruzada e |l (16%) sIgE negativa para re-
combinantes. A sIgE para CCD foi positiva em 25 doentes, todos com dupla sensibilizagao com EC, demonstrando
reatividade cruzada em 23. Os 20 doentes com TC/sIgE negativos apresentaram slgE negativa para os recombinantes.

A especificidade para os quatro componentes moleculares foi elevada. O TAB foi realizado em 5 doentes, sendo posi-
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tivo em 3 para veneno (A). Conclusdo: Os alergénios recombinantes para veneno (A) e (V) complementam o diag-
noéstico de alergia a picada de himendpteros, permitindo distinguir dupla sensibilizagao de reatividade cruzada e uma

melhor selegao de doentes para IT. O TAB podera ser um contributo importante em casos de dificil diagnéstico.

Palavras-chave: Alergia a veneno de himendpteros, alergénios recombinantes, dupla sensibilizagdo, reatividade

cruzada, teste de ativagao de baséfilos.

ABSTRACT

Background: Diagnostic tests in patients allergic to hymenoptera venom are often positive for bee (B), wasp (W) and
Polistes (P) venom, being difficult to choose the appropriate immunotherapy. Aim: Characterization of sensitization profile
of patients allergic to hymenoptera venom using recombinant allergens, to distinguish true double sensitization from cross-
reactivity of venoms. Evaluation of basophil activation test (BAT) contribution in diagnosis of patients with systemic reactions
with negative skin test (ST) and specific IgE (sIgE). Methods: 124 patients with systemic reactions to Hymenoptera stings
and 30 controls without history of reaction to insect stings were included. ST were performed with commercial extracts (CE)
of (B), (W) and (P) venoms, as well as sIgE with the same extracts and recombinant allergens for Api ml, Ves v5 and Ves v,
and to Pol d5 and carbohydrate determinants (CCD). In patients with negative ST/sIgE, BAT was performed in six concentrations
using both venoms. Results: Based on sIgE, 66 patients (53%) were polisensitized and 38 patients (31%) were monosensitized.
In 20 patients (16%) ST and sIgE were negative. Of the 66 polisensitized patients, 32 (49%) had double sensitization, 23 (35%)
revealed cross-reactivity and |1 (16%) had none recombinants allergens. sIgE to CCD was positive in 25 patients, all with dou-
ble sensitization with CE, showing crossreactivity between species in 23. The 20 patients with negative ST/sIgE had also nega-
tive allergen recombinants. The specificity for the four components was high, since only a control had positive sIgE to Vesvl/
Vesv5. BAT was performed in 5 patients to both venoms and it was positive in 3 for B venom. Conclusions: Recombinant
allergens for bee and wasp venom sIgE complements the diagnosis of venom allergy, allowing discrimination between true
double sensitization and crossreactivity, as well as a better selection of patients for VIT. BAT seems to be useful in cases of

difficult diagnosis.

Keywords: Hymenoptera venom allergy, recombinant allergens, double sensitization, cross-reactivity, basophil activation test.

INTRODUCAO

s picadas de insetos desencadeiam, na maioria
dos casos, reacoes locais devido a toxicidade
do veneno. No entanto, esta descrito que cer-
ca de 3,5% da populagao em geral tem historia de reagao

sistémica (RS), incluindo anfilaxia'. A imunoterapia (IT)

é considerada um tratamento altamente eficaz na pre-
vengao de reagdes graves em doentes alérgicos ao ve-
neno de himenopteros, mas requer um diagnoéstico cui-
dadoso que visa identificar ndo sé a alergia mas também
o inseto responsavel'2. Porém, o diagnostico, que se
baseia na histoéria clinica, testes cutaneos (TC) e na

quantificagao de anticorpos IgE especificas séricas
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(IgE esp) para veneno de himenépteros, pode ser difi-
cultado por varios fatores.

Estima-se que cerca de 50% dos doentes com alergia
ao veneno destes insetos apresentem resultados positivos,
TC elou IgE esp, tanto para veneno de abelha (Apis melli-
fera) como para veneno de vespa (Vespula germanica e
Polistes dominula, as duas principais espécies no nosso
pais)"2. Por outro lado, alguns autores descrevem que mais
de 30% dos doentes com RS a picada de insetos apresen-
tam TC e IgE esp negativos, provavelmente devido a sen-
sibilidade limitada destes métodos>. A dupla positividade
para veneno de abelha e veneno de vespa pode represen-
tar uma verdadeira dupla sensibilizagao ou reatividade
cruzada a ambos os venenos devido a2 homologia de se-
quéncia entre proteinas destes venenos, tais como hialu-
ronidases ou mesmo determinantes dos carboidratos
(CCD).* Por outro lado, este diagnéstico seroldgico pode
também ser dificultado pela presenca e reconhecimento
de fontes alergénicas nao relacionadas, como pélen e ma-
teriais derivados de plantas (por exemplo, latex), que
apesar de ndo demonstrarem atividade alergénica podem
dar origem a falsos positivos®. Ainda, nestes casos, pode
ser dificil (e as vezes impossivel) o doente identificar o
inseto responsavel pela reagio®. O diagndstico assertivo
é crucial na selegdo de venenos para IT, uma vez que o
tratamento com ambos os venenos esta apenas indicado
nos casos de verdadeira dupla sensibilizagao.

Durante um longo periodo de tempo, apenas os tes-
tes laboratoriais por inibicao de anticorpos IgE permitiam
a distingao entre dupla sensibilizagao primaria e reativi-
dade cruzada. Estes testes sao dispendiosos, demorados,
dificeis de interpretar e, portanto, raramente utilizados
na pratica clinica®'%. O desenvolvimento continuo de
testes in vitro mais especificos e sensiveis tem-se revelado
muito importante. Como tem sido amplamente demons-
trado em diversas areas, os alergénios recombinantes
podem ser ferramentas Uteis no diagnostico de alergia
ao veneno de himendpteros, tornando-o mais preciso,
sendo a sua utilidade, no diagnéstico in vitro e in vivo, ja

demonstrada em varios estudos’%!0,

Neste trabalho, os autores avaliam a utilidade dos
alergénios recombinantes: fosfolipase A2 de veneno de
abelha (Api ml), fosfolipase Al, antigénio 5 (Ves vl /Ves
v 5), Pol d5 de veneno de vespa e CCD, no diagnéstico
de alergia a veneno de himenopteros, identificando dupla
sensibilizagao primaria e reatividade cruzada. Por outro
lado, avaliou-se a contribuicao do teste de ativagao de
basofilos (TAB) com o veneno de abelha e vespa no
diagnostico de doentes com histéria de RS e com TC e

IgE esp negativos para ambos os venenos.

METODOS

Populacdo

Neste estudo foram incluidos 124 doentes (76 ho-
mens, 48 mulheres, idades compreendidas entre os 2| e
os 78 anos, idade média 52+3,8]) com historia de RS a
picadas de himenopteros, ndo submetidos a IT. Os crité-
rios de inclusao foram no minimo uma RS de tipo ime-
diato de grau | a IV (de acordo com a classificagao Mul-
ler'') apés picada de himenopteros e IgE esp positiva para
veneno destes insetos.

O grupo-controlo incluiu 30 individuos, nao atopicos,
sem historia de reagdo a picada de himenopteros, com
IgE esp negativa para veneno de abelha, veneno de vespa
e veneno de polistes. O projeto foi aprovado pela Co-
missdo de Etica do Hospital de Santa Maria/Faculdade de
Medicina da Universidade de Lisboa. Todos os individuos
assinaram o consentimento informado para a colheita e

O processamento das amostras.

Testes cutaneos

Foram realizados testes cutaneos intradérmicos com
veneno de abelha, veneno de vespa e veneno de polistes
(Bial Aristegui, Bilbao, Espanha) em todos os doentes
com concentragoes sucessivas de 0,0001, 0,001, 0,01 e
0,1 mg/mL com um controlo positivo (dicloridrato de
histamina) e controlo negativo (solugdo salina), de acordo

com as recomendagdes da European Academy of Allergo-
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logy and Clinical Immunology 8. Um didmetro de papula 23

mm foi considerado como uma reagao positiva.

Quantificacdo de IgE sérica

A determinagao da IgE especifica sérica (IgE esp) para
os extratos convencionais de veneno de abelha, vespa,
veneno de polistes, determinantes dos carboidratos —
CCD (MUXEF3), alergénios recombinantes major fosfo-
lipase A2 (Api m I), fosfolipase Al (Ves v 1) e antigeno
5 (Ves v 5) foi avaliada no soro de doentes e grupo-
-controlo de acordo com as instrucdes do fabricante,
ImmunoCAP (Thermo Fisher Diagnostics, Upsala, Suécia).
Uma concentracao 20,35 kU/L foi definida como teste

positivo.

Teste de ativacdo dos basofilos

O TAB foi realizado com o extrato estandardizado
de veneno de abelha e vespa nas concentragoes de 0,02;
0,04; 0,2; I; 2,5; 5 pug/ml, de acordo com a literatura,
usando o método Flow2 CAST (Biihlmann Laboratories
AG, Schoénenbuch, Suiga) e com as instrugdes do fabri-
cante. Resumidamente, a 50 pl de sangue total hepa-
rinizado adicionaram-se 50 ul de cada uma das concen-
tracoes dos venenos, 50 pl do péptido quimiotatico
N-formil-Met-Leu-Phee (FMLP) e um anticorpo mono-
clonal anti-FceRI (controlos positivos) e 50 pl de solugao
tampao-PBS (controlo negativo). A cada tubo foram adi-
cionados 100 pl de tampao de estimulagao (IL-3), 20 pl
dos anticorpos monoclonais, anti-CD63-FITC e anti-
-CCR3-PE seguindo-se uma incubagiao de |5 minutos a
37°C. Foi posteriormente efetuada a lise dos eritrocitos,
lavagem e ressuspensao das células em PBS. A aquisicao
por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson)
ocorreu nas duas horas a seguir a finalizagao da técnica.
A populagio de basofilos foi identificada como CCR3* e
a ativacao foi determinada pela expressao de CD63, sen-
do analisadas usando o software Flow Jo (TreeStar). Em
cada ensaio, pelo menos 800 baséfilos foram avaliados.
Os resultados foram considerados positivos quando se

verificou uma percentagem de ativagao superior a 10%

com indice de estimulagdo igual ou superior a dois como

confirmado em estudos anteriores'2!3:14,

Andlise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada usando o programa
SPSS para software Windows (SPSS Inc., Chicago, EUA).

RESULTADOS

Doze doentes nao identificaram o tipo de inseto em
pelo menos um dos episodios, 56 doentes referiram pi-
cada por abelha, 38 por vespa e 18 por ambos os insetos.
Cinquenta e cinco doentes apresentaram TC positivo
para mais de um veneno e 47 apenas para um veneno.
Vinte doentes descreveram uma RS para veneno de abe-
Iha e/ou veneno de vespa, mas verificaram-se TC e IgE
esp negativos para ambos os venenos.

Os resultados obtidos da avaliagdo da IgE esp para
extrato de veneno convencional (tendo sido este o cri-
tério utilizado para definir mono/polissensibilizagao) de-
monstraram monossensibilizagao em 38 doentes (31%)
(abelha, n=31; vespa, n=4; polistes n=3), polissensibiliza-
¢ao em 66 (53%) e duplamente negativos em 20 (16%).

Nos doentes monossensibilizados a veneno de abelha,
a IgE esp para o recombinante Api m | foi detetada em 21
dos 31 doentes com alergia a veneno de abelha, revelando
uma sensibilidade de 68%. Por outro lado, a IgE esp para Ves
v | foi detetada em todos os doentes com alergia a veneno
de vespa (sensibilidade de 100%) e a Pol d5 foi apenas dete-
tada num doente do grupo dos monossensibilizados a ve-
neno de polistes, sendo a sua sensibilidade de 33%.

Nenhum dos 7 doentes com alergia a veneno de ves-
pa ou veneno de polistes reagiram a Api m |, correspon-
dendo a uma especificidade de 100%. O mesmo ocorreu
nos doentes monossensibilizados a veneno de abelha os
quais ndo revelaram positividade a Ves v [/Ves v 5. Ape-
nas um controlo positivo apresentou uma IgE esp positi-
va a Ves v 5, revelando uma especificidade de 98% para

este componente molecular (Quadro ).
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Quadro I. Caracterizagao de doentes monossensibilizados com reagao sistémica a picada de himenopteros e grupo-controlo

ImmunoCAP Positivo apenas aVA | Positivo apenas aVV | Positivo apenas aVP Controlos
N=31 N=4 N=3 N=30
Positivo apenas a Api m| N=21(68%) N=0 N=0 N=0
Positivo apenas aVes vI/Ves v 5 N=0 N=4 (100%) N=0 Ves v 5 N=1 (3 %)
Positivo apenas a Pol d 5 N=0 N=0 N=1 (33%) N=0
Recombinantes negativos N=10 (32%) N=0 N=2 (67%) N=29 (97%)
Positivo (CCD) N=0 N=0 N=7 (33%) N=0

Anticorpos IgE esp para extrato total e alergénios recombinantes.
VA — veneno abelha; VV — veneno vespa; VP — veneno polistes; CCD — determinantes dos carboidratos.

No grupo dos 66 doentes polissensibilizados, atra-
vés da avaliagdo da IgE especifica para extrato de ve-
neno convencional, 32 (49%) apresentaram dupla sen-
sibilizagdo aquando da avaliagdo com componentes
moleculares (IgE esp positiva para Api ml, Ves vl/Pol
d5 (1), Api ml/Ves vl (7) ou Api ml/Pol d5 (8); Ves vl/

moleculares.

Pol d5 (9); Ves v5/Pol d5 (2), Ves vl/Ves v5/Pol d5 (5));
23 (35%) revelaram reatividade cruzada Api m | (10);
Vesv | (8),Vesv 5 (), Vesv I/Ves v 5 (2) e Pol d5 (2).
Os restantes || doentes (16%) apresentaram resulta-

dos de IgE esp negativos para todos os componentes

Quadro 2. Caracterizagdo de doentes polissensibilizados com reagdo sistémica a picada de himenopteros e grupo-controlo

Positivo Positivo Positivo Positivo Controlos
ImmunoCAP aVAeVV aVAeVP a VV/VP a VA/VV e PV N=30
N=9 N=6 N=21 N=30

Positivo a Api ml, Ves vl, N=4 (44%) N=0 N=0 N=3 (10%) N=0
Positivo a Api ml,Pol d 5 N=5 (56%) N=0 N=0 N=3 (10%) N=0
Positivo a Api ml, Ves vI/Pol d 5 N=0 N=1 (17%9 N=0 N=0 N=0
Positivo a Ves vI/Ves v 5 N=0 N=2 (32%) N=0 N=0 N=0
Positivo a Ves vl/Pol d5 N=0 N=0 N=7 (33%) N=2 (7%) N=0
Positivo a Ves v5/Pol d 5 N=0 N=0 N=2 (10%) N=0 N=0
Positivo a Ves vl/Ves v5/Pol d 5 N=0 N=0 N=5 (24%) N=0 N=0
Positivo s6 a Api ml N=0 N=1 (17%) N=0 N=9 (30%) N=0
Positivo s6 a Ves v | N=0 N=1 (17%) N=6 (29%) N=1 (3%) N=0
Positivo s6 a Ves v 5 N=0 N=0 N=0 N=I (3%) N=1 (3%)
Positivo s6 a Pol d 5 N=0 N=1 (17%) N=1 (5%) N=0 N=0
Todos recombinantes negativos N=0 N=0 N=0 N=I11 (37%) N=29 (97%)
Positivo a CCD N=1(11%) N=5 (83%) N=9 (43%) N=10 (33%) N=0

Anticorpos IgE esp para extrato total e alergénios recombinantes.
VA — veneno abelha; VV — veneno Vespa; VP — veneno polistes; CCD — determinantes dos carboidratos
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Quadro 3. Ativagio de basoéfilos em cinco doentes com historia de reagao sistémica a picada de insectos e testes cutidneos e IgE
especifica negativos para veneno de abelha e vespa

Concentracio Controlo | Controlo | 0,0lug/ml | 0,04ug/ml | 0,2ug/ml lug/ml 2,5ug/ml Sug/ml
S negativo positivo VA/VV VA/VV VA/VV VA/VV VA/VV VA/VV
Doente | 1,83 22,18 2,29;2,05 1,19;1,23 1,12;1,03 513;3,28 | 10,57;2,02 | 1,38;1,42
Doente 2 1,67 11,86 1,90;1,73 2,48;2,36 1,84;1,92 1,69;2,02 11,50;1,23 | 9,85;2,25
Doente 3 1,79 33,46 1,39;1,26 1,17;1,23 2,38;1,96 543;2,96 | 15,20;1,39 | 8,09;2,21
Doente 4 2,07 33,30 1,47;1,38 0,94;0,78 0,87;0,85 1,34;1,25 1,01;1,34 1,02;1,06
Doente 5 1,43 18,18 1,10;1,05 1,52;1,57 2,01;2,04 1,45;1,38 0,21;1,15 0,46;0,26
Um valor de ativagdo 2 10% e |IE 22 foi considerado positivo. VA — veneno abelha; VV — veneno vespa
A
[
w
w
J Controlo Controlo Veneno de abelha
— Megativo Positive 2,5ua/mlL
] —= = e B akraico
o
™ i
[t
o T . r . . . -
= 1,65% 30, 2% 4,32%:
C controlo

Figura |. Teste de ativacao de basofilos no sangue total de um doente. A — Identificagdao de basoéfilos de acordo com a expressao
dos niveis de CCR3. B — Expressao de CD63 em basofilos do doente, nao estimulados (controlo negativo), estimulados com anti-
-FCERI (controlo positivo), estimulados com veneno de abelha (2,5 ug/ml); C — Expressio de CDé63 em baséfilos de controlo ndo
estimulados (controlo negativo), estimulados com anti-FCERI (controlo positivo), estimulados com veneno de abelha (2,5 ug/ml)
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A avaliagio da IgE especifica para CCD demonstrou
que 25 (38%) dos 66 doentes polissensibilizados com IgE
para extrato de veneno convencional tiveram IgE espe-
cifica positiva para CCD (Quadro 2), correspondendo a
23 doentes que apresentaram reatividade cruzada entre
espécies.

No grupo de doentes duplamente sensibilizados que
nao identificaram o inseto responsavel, 7 (57%) dos 12
doentes revelaram IgE esp para Api m | (5) ou Ves v |
(2), enquanto os restantes 5 doentes tiveram IgE esp
positiva para ambos os alergénios recombinantes. Curio-
samente, 20 (16%) doentes com histéria de anafilaxia
apresentaram TC e IgE especifica com extrato de veneno
convencional negativos, assim como para os alergénios
recombinantes testados.

Foi realizado o TAB com veneno de abelha e vespa
em 5 doentes (uma vez que este é um método de diag-
noéstico dispendioso e moroso), todos com TC/IgE esp
negativos, e 5 controlos, em 6 concentragées 0,01; 0,04;
0,2, I, 2,5 e 5 pg/ml. A populagao de basofilos foi iden-
tificada como CCR3*. A ativacio dos basofilos foi ava-
liada pela percentagem de expressao da molécula CD63
(Figura IA).

Trés doentes tiveram resultado positivo com a con-
centragao de 2,5 pg/ml com indice de estimulagdo supe-
rior a 2% e cut-off de ativagao de basofilos de 10,57%,
11,50% e 15,20%, respetivamente, para veneno de A
(Quadro 3). Os trés doentes descreveram a ultima reagao
sistémica, ap6s picada destes insetos, num periodo infe-
rior aum ano. Em individuos nao alérgicos a percentagem

de ativagdo de basofilos foi inferior a 5% (Figura 1B e C).

DISCUSSAO

Neste estudo, os autores avaliam a utilidade dos aler-
génios recombinantes no diagnostico de alergia a veneno
de himenopteros numa amostra de doentes da populagao
portuguesa. Foram analisados os resultados de quantifi-

cagao de anticorpos IgE esp para os componentes mole-

culares major de veneno de himenopteros e os obtidos
no doseamento com extrato total de veneno. Foi também
avaliado o contributo do TAB no grupo de doentes com
historia sugestiva de alergia mas com TC e IgE esp nega-
tivos. Os resultados deste estudo com dados da popula-
¢ao nacional sao globalmente concordantes com os dados
internacionais e apresentam implicagdes clinicas claras
para abordagem destes doentes.

Foi demonstrado que a IgE esp para os componentes
moleculares dos alergénios major de veneno de abelha e
de vespa (fosfolipase A2-Api m |, veneno de espécies
Vespula, fosfolipase Al-Ves v |, antigen5-Ves v 5 e Polistes,
Pol d5), utilizados no diagnostico de doentes com alergia
a veneno de himendpteros, apresenta elevada sensibili-
dade e especificidade, uma vez que s6 um individuo do
grupo-controlo apresentou positividade ao componente
Ves v 5.

Sendo a imunoterapia (IT) com veneno de himenop-
teros considerada um tratamento altamente eficaz para
estes doentes, prevenindo reagoes anafilaticas graves, a
identificagdo do inseto responsavel torna-se crucial, de
forma a permitir uma selecio adequada da IT'*!, Em-
bora, em alguns casos, esta possa ser feita pelo proprio
doente, necessita de confirmagao, através da realizaciao
de TC e quantificagdo de IgE especificas para os respe-
tivos venenos'®!”. Contudo, os TC podem revelar testes
falsos-negativos, dada a baixa qualidade e concentragio
dos extratos alergénicos'®. Por outro lado, o uso de
concentragoes mais elevadas pode resultar em reagoes
falsamente positivas devido as propriedades toxicas do
veneno. Para além disso, mesmo doentes nao sensibili-
zados podem apresentar testes falsos-positivos para
extratos do veneno, o que pode ser explicado pela pre-
senca de determinantes dos carboidratos, possiveis res-
ponsaveis por reatividade cruzada, mas sem significado
clinico'7-2!,

Cerca de 80% dos doentes com alergia a veneno de
himenodpteros apresentam resultados positivos nos TC e
mais de 50% revelou anticorpos IgE esp para os venenos

abelha, vespa e polistes, ainda que a maioria destes indi-
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viduos apenas tenha reagido a picada de um destes inse-
tos. De acordo com a literatura, a dupla positividade
baseada em TC positivos, com concentragoes <I ug/ml,
¢é observada em 40-50% dos doentes com alergia a hi-
menépteros' 717,

Torna-se entao muito importante fazer a distingao
entre verdadeira dupla sensibilizagao a ambos os venenos
e reatividade cruzada. Neste contexto, é sugerido a ava-
liagao de componentes moleculares para veneno de abe-
Iha, vespa e polistes, ja comercialmente disponiveis e
considerados uma mais-valia. Pensou-se que, assim, o
problema da identificacao da dupla sensibilizagao/reativi-
dade cruzada, em doentes com IgE especifica positiva
para CCD, ficaria solucionado. No entanto, como veri-
ficado no presente estudo, alguns destes individuos iden-
tificam IgE especifica tanto para Apim I, Vesv |, Ves v 5
ou Pol d 5. Hofmann et al. concluiram que cerca de 50%
dos doentes com dupla positividade nos TC e sensibili-
zados a CCD apresentavam IgE especifica para ambos os
marcadores Api m | e Ves v 5, o que vem colocar em
causa a possibilidade de existéncia de reatividade cruza-
da.'> Neste estudo, 38% dos doentes polissensibilizados
a veneno de abelha e veneno de vespa apresentaram po-
sitividade para CCD, sendo que s6 em 35% foi identifica-
da reatividade cruzada.

Foi obtida uma sensibilidade mais baixa para o com-
ponente molecular Api m | e Ves v5 (68% e 25%, res-
petivamente) em relagao a referida em outros estu-
dos'®20, sendo esta diferenca causada provavelmente
pela selecao da populagao de doentes. Em estudos
anteriores, foram selecionados e analisados doentes
com histoéria de reagao a picada de insetos nos ultimos
I2 meses, enquanto neste estudo foram incluidos e ava-
liados doentes com historia documentada ha mais de
10 anos, seguidos em consulta de alergia a himenodpte-
ros, fornecendo deste modo uma amostra mais realista
da nossa pratica clinica.

As diferentes sensibilidades obtidas para os compo-
nentes moleculares testados podem, de certa forma, re-

fletir a possibilidade de alguns destes doentes poderem

estar sensibilizados a outros componentes moleculares
especificos de espécie e nao testados neste estudo. Alar-
gar o espetro de alergénios moleculares, como por exem-
plo, hialuronidase — Api m 2, fosfatase alcalina — Api m 3,
melitina — Api m 4, icarapina — Api m 10, na avaliagdo do
perfil de sensibilizagao destes doentes poderia represen-
tar uma mais valia, quer no diagndstico, quer na escolha
mais adequada de IT.222* E bem conhecido que a eficicia
da IT depende de varios fatores, como duragao do trata-
mento, dose de veneno durante a manutengao e tipo do
veneno. A falha do tratamento mais frequente é com ve-
neno de abelha, tendo sido recentemente referida a falta
da proteina Api m 3 e Api m 10 na composigio da vacina??.

A utilidade do TAB no diagnéstico da alergia a vene-
no de himendpteros tem sido demonstrada em diversos
trabalhos, principalmente no sentido da avaliagao de
dupla sensibilizagdo/reatividade cruzada. Neste contex-
to, Balzer et al. referem que o TAB realizado com aler-
génios recombinantes pode incrementar a especificida-
de, representando assim um importante e confiavel
teste de diagnostico in vitro em doentes alérgicos a hi-
menopteros'®2!. Também no sentido de melhorar a sua
sensibilidade tém sido propostas algumas sugestoes, quer
no que diz respeito a identificagao da populagao de ba-
sofilos, quer na avaliagdo da ativagao, com utilizagdo de
novas moléculas (marcadores de ativagao, CDé63 ou
CD203c, e de identificacdo de baséfilos-CCR3, HLA-
-DR, CDI23)?*2%, No nosso estudo foi feita a identifica-
¢ao da populagdo de baséfilos com a utilizagao da molé-
cula CCR3, proposta mais recentemente. Em relagao
aos doentes em que foi realizado TAB, apresentavam TC
e IgE esp negativas para ambos os venenos e o teste foi
positivo apenas para o veneno de abelha em 3 dos casos
do grupo de estudo, permitindo a identificagao do inse-
to e a iniciacdo de IT com este veneno. Estes 3 doentes
referiam ter tido sido picados num periodo inferior aum
ano. Como referido na literatura, o tempo decorrido
entre a reagao e a realizacdo do teste é considerado um
fator relevante nesta avaliagdio?>%°. Uma vez que estes

doentes tinham uma historia de RS grave, com TC e IgE
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esp negativos, sendo dificil a tomada de decisao, foi uma
mais-valia a avaliagao pelo TAB. No entanto, nao pode-
mos descartar a hipotese, como referido na literatura,
da relevancia da realizacio do TAB com alergénios re-
combinantes'8.2425,

Em conclusao, a anadlise do perfil de sensibilizagao
utilizando um painel de componentes moleculares para
veneno de abelha, vespa e Polistes, aumenta a sensibilida-
de e precisdo do diagndstico em doentes com alergia a
veneno de himenopteros. Além disso, contribui para a
discriminagao entre a verdadeira dupla sensibilizagao e
reatividade cruzada em doentes com resultados dupla-
mente positivos para extratos convencionais do veneno.
Este facto permite otimizar a selecao de doentes para
imunoterapia, evitando protocolos de tratamento des-
necessarios com ambos os venenos. O TAB podera ser
considerado (til em casos dificeis e de diagnostico incon-
clusivo, mas mais estudos e com maior nimero de doen-

tes deverao ser realizados.
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