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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales.

1.1.1. Leucemia linfoblastica aguda.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el tipo mas comun de céncer en la
infancia, comprende aproximadamente el 80% de las leucemias agudas en
pediatria y el 20% de los casos en adultos. El rango de edad, en que la LLA se
presenta con mayor frecuencia en los paises desarrollados, es en nifios de 2 a
5 afios.? Un estudio reciente en la Ciudad de México revel6 que el rango de
edad con mayor incidencia de LLA es también entre los 2 y 5 afios, presentando
un pico a los 3 afios de hasta 63.2 casos por millén.*

En los paises desarrollados la tasa de curacién es superior al 80%, lo que
contrasta con un porcentaje menor en los paises en vias de desarrollo, en los
cuales esta tasa es muy heterogénea.?*

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en su clasificacion de
enfermedades hematopoyéticas malignas y de tejidos linfoides, reconoce dos
entidades diagnésticas: LLA de células B y LLA de células T, las cuales poseen
caracteristicas clinicas, morfolégicas, inmunofenotipicas, citogenéticas vy

moleculares diferentes.! 2°



La etiologia de la LLA incluye la adquisiciébn de mdltiples alteraciones genéticas
consecutivas en las células preleucémicas. En los subtipos mas comunes de
LLA la primera alteraciéon puede ocurrir in Gtero; como evidencia de lo anterior
se ha documentado la presencia del gen TEL/AMLL1 en la sangre neonatal. Esta
anormalidad genética se presenta en células preleucémicas y no leucémicas.®
Debido a que estudios epidemioldgicos han demostrado que muchos de los
nifos que presentan un defecto genético tipicamente asociado a leucemia
nunca la desarrollan, >’ se postuld la teoria de los Dos Impactos o “Two Hit
Model”, ya que se piensa que se requiere de un segundo evento extrauterino
para el inicio de la LLA.?

Existen otras alteraciones a nivel genético, por ejemplo la hiperdiploidia, que se
consideran de buen prondstico, especialmente si existen copias extra de los
cromosomas 4,10 o 17.%® Estas células se caracterizan por acumular grandes
cantidades de metrotexate, que se emplea de rutina en el tratamiento de la
enfermedad, ademas son muy sensibles a los antimetabolitos y a la enzima L-
asparaginasa.”® Otra anomalia frecuente es la presencia del gen MLL, cuya
anormalidad, localizada en el cromosoma 1123, ocurre en aproximadamente
el 80% de los nifios con la enfermedad.”’ Todas las células con anormalidades
del gen MLL son altamente resistentes a los glucocorticoides in vitro e in vivo,
ademas presentan resistencia a la L-asparaginasa, lo que implica un mal
pronéstico.’® La translocacién (9;22) (g34;q11), tiene como consecuencia una
fusion entre el gen BCR del cromosoma 22 y el gen ABL del cromosoma 9
(BCR-ABL), que da como resultado una actividad andmala de la cinasa de

tirosina, aumentando la proliferacion celular y disminuyendo la apoptosis. Se



presenta con mayor frecuencia en adultos y es de mal pronéstico.> "

Antes de iniciar el tratamiento de la LLA se deben de estudiar diversas
caracteristicas con la finalidad de ubicarla dentro de una categoria. La LLA se
clasifica en la actualidad en riesgo bajo, estandar y alto, de acuerdo a la edad,
la cuenta leucocitaria, el inmunofenotipo, el genotipo, la respuesta temprana al
tratamiento y la presencia o ausencia de enfermedad extramedular, siendo la
mas frecuente la LLA de precursores de células B.*

Los protocolos de tratamiento para la LLA incluyen varias fases: induccion a la
remision, tratamiento dirigido al sistema nervioso central (SNC), consolidacion,
intensificacion temprana o reinduccion, fase de mantenimiento, e
intensificaciones.?®

La induccion a la remision tiene como objetivo erradicar mas del 99% de las
células leucémicas, asi como restaurar la hematopoyesis. Se utilizan tres a
cuatro drogas sistémicas dependiendo de la categoria de riesgo: un
glucocorticoide, vincristina y L-asparaginasa, antraciclina o ambas.?

La segunda fase incluye la quimioterapia intratecal o profilaxis del SNC, 1 o0 2
veces por semana, asi como drogas sistémicas, entre las que se incluyen dosis
altas de metrotexate y 6-mercaptopurina; existen ademas protocolos que
incluyen ciclofosfamida y citarabina en la fase de consolidacion.”

En la etapa de reinduccion se utilizan drogas similares a las usadas en la fase
de induccion a la remision; esta etapa del tratamiento ha mostrado su valor al
disminuir la incidencia de recaidas. Se ha visto que esta fase es efectiva con la
utilizacion de cuatro drogas, incluyendo dexametasona, vincristina,

daunorrubicina o adriamicina y L-asparaginasa. Ademas se incluyen 2 dosis de



quimioterapia intratecal >3

La etapa de mantenimiento consiste en el tratamiento diario con 6-
mercaptopurina, asi como metotrexate semanal por un periodo de 2 a 2.5
afios.”

Las intensificaciones se administran durante la fase de mantenimiento, el
primero y segundo afio del diagndstico.

El trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas es la forma mas
intensa de tratamiento para la LLA, casi siempre se reserva para pacientes cuya
enfermedad cuenta con ciertas caracteristicas especiales, como poseer el
cromosoma Filadelfia (Ph), caracterizado por conferir un mal prondstico, y con

poca respuesta al tratamiento inicial.?

1.1.2. El papel de la L-asparaginasa en el tratamiento de la LLA.

Existen diversos protocolos de tratamiento para la LLA, los cuales incluyen
entre sus drogas mas importantes a la enzima L-asparaginasa,'* esto se debe a
su habilidad de provocar una gran apoptosis en los linfoblastos, inhibiendo su
sintesis proteica.™

El descubrimiento de las propiedades antitumorales de la L-asparaginasa se
remonta 50 afios atras, cuando se observo su efecto en pruebas realizadas en
modelos animales.® Tiempo después se logré aislar la asparaginasa de
bacterias, gracias a lo cual se cuenta con diversas fuentes de la enzima, como
la de Escherichia coli y las provenientes de Erwinia carotovora y Erwinia
chrysanthemi.™ Existe en el mercado una presentacién de accién prolongada

de la enzima, unida a polietilenglicol, llamada asparaginasa pegilada o PEG-



asparaginasa.

La L-asparaginasa de E. coli ha sido un medicamento clave en el tratamiento
de la LLA; esta enzima es un tetrdmero que consiste en cuatro unidades
idénticas, cada una de las cuales cuenta con 326 aminoacidos de longitud, con
un peso de 134 kDa.**® Mltiples estudios han confirmado que la utilizacion de
este medicamento en tratamientos mas extensos conduce a un mejor resultado
que los tratamientos cortos.* 178

La utilidad de la L-asparaginasa en el tratamiento de la LLA radica en su
habilidad para catalizar la desaminaciéon de la asparagina y la glutamina,
aminoacidos esenciales para la sintesis de proteinas, los cuales no pueden ser
sintetizados efectivamente por los linfoblastos.*®*° La glutamina es el principal
donador del grupo amino para la sintesis de novo de la asparagina en el
higado, al disminuir los niveles de la primera se mantienen niveles bajos de
asparagina en suero, lo cual es primordial en un buen tratamiento,
particularmente para pacientes con LLA de alto riesgo.*

La L-asparaginasa de E.coli puede ser administrada por via intramuscular (i.m.)
o intravenosa (i.v.). Estd comprobado que la administracion iv es
considerablemente mas toxica que la i.m. Aunque ambas son igualmente
efectivas.?

Cabe mencionar que en Europa se utiliza la PEG-asparaginasa via i.v. , ya que
se ha demostrado que esta presentacion de la enzima unida al polietilenglicol
no es menos téxica si se aplica por via i.m., ademas de que hay una
disminucién mas rapida de asparagina en suero, y por consiguiente es mas

eficiente para evitar que sobrevivan células leucémicas resistentes.*



1.1.3. Farmacocinéticay farmacodinamia de la L-asparaginasa.

Existen distintos factores que afectan la actividad de la L-asparaginasa, como
por ejemplo la depuracién de la enzima en suero, la resistencia de las células
tumorales, la formacion de anticuerpos anti-asparaginasa, asi como la
formacion de asparagina de novo por el higado, y la ingesta nutricional del
aminoacido.'® 2%

La L-asparaginasa de E. coli posee una vida media de 26 a 30 horas, mientras
qgue la de Erwinia es de 16 horas; ambas son eliminadas relativamente rapido
en comparacion con los 5.5 a 7 dias que posee la vida media de la PEG-
asparaginasa.'®?! Un aspecto importante es que la asparaginasa de Erwinia es
menos téxica que la de E.coli, pero hasta cierto punto menos efectiva, ya que
se ha observado que ocurren mas recaidas al sistema nervioso central con ésta
que con la de E. coli.?®

Las dosis de la enzima varian mucho entre los diversos protocolos, esquemas
habituales son: Asparaginasa de E. coli a 10,000 Ul/m? PEG-asparaginasa a
dosis de 2500 Ul/m? y la de Erwinia a dosis de 20,000 Ul/m?.*®

El origen bacteriano de la asparaginasa tiene como consecuencia una
indeseada antigenicidad que puede dar lugar a la formacién de anticuerpos anti-
asparaginasa.'*?*%® La presencia de anticuerpos anti-asparaginasa se ha

registrado hasta en 70% de los nifios y 79% en los adultos™>?’



1.1.3.1. Sensibilizacién a la enzima L-Asparaginasa.
Ademas de la formacién de anticuerpos, se pueden encontrar reacciones
alérgicas, incluyendo las anafilacticas hasta en un 40% de los nifios.**?® (Tabla

1)

Tabla 1. Reacciones alérgicas ala L- asparaginasa

Reacciones locales o generalizadas

Dolor

Edema

Urticaria

Eritema

Rash macular

Prurito

Insuficiencia respiratoria grave
Fiebre

Angioedema

Pérdida de la conciencia

Anafilaxia

Existe considerable controversia con respecto a la relacién entre la formacion
de anticuerpos IgG anti-asparaginasa, la alergia al medicamento mediada por
IgE, la conducta terapéutica a seguir, la evolucion y respuesta clinica en caso
de formacion de anticuerpos. Estas reacciones adversas pueden estar
mediadas por anticuerpos de las clases IgG, IgE, el complemento, 0 mas de
27,29

uno a la vez.

Por otra parte, se ha demostrado la actividad de anticuerpos IgE en pacientes




con LLA mediante la liberacién de histamina de los leucocitos después de su
incubacion in vitro con L-asparaginasa.?’ Esta parece ser la base de la reaccion
alérgica y probablemente de la reaccion anafilactica al medicamento.

La alergia es una reaccion de hipersensibilidad a un antigeno mediada
inmunologicamente, manifestdindose como inflamacién tisular y disfuncién
organica, esta tienen una base genética, pero las manifestaciones clinicas de la
enfermedad dependen tanto de la respuesta inmune como de la exposicion al

antigeno.3%3*

Algunas de las reacciones indeseadas a la enzima L-
asparaginasa se encuentran dentro de la clasificacion de hipersensibilidad
(Tabla 2), especialmente los tipos | y 1II.** Algunas de las manifestaciones

pueden ser mediadas por IgE y otras probablemente por activacion inespecifica

de las células cebadas.*



Tabla 2. Clasificacion de los mecanismos de hipersensibilidad

Tipo | o hipersensibilidad inmediata

Mediada por IgE, la cual al unirse al alergeno activa la degranulacion de las células
cebadas. La reaccidon ocurre en minutos y su manifestacion clinica depende del
efecto de los mediadores en los sitios de accion y en los 6rganos. La respuesta
alérgica mediada por IgE consta de dos subgrupos, atopia y anafilaxia, esta ultima
es la forma mas severa de alergia sistémica. Un ejemplo seria la alergia a la

picadura de abeja.

Tipo Il o hipersensibilidad mediada por anticuerpos
Incluye anticuerpos de la clase IgG e IgM, los cuales se unen a receptores celulares
y activan la cascada del complemento, destruyendo la célula a la cual se unieron.

Un ejemplo seria la anemia hemolitica autoinmune.

Tipo Ill o hipersensibilidad mediada por complejos inmunes

Ocurre cuando un antigeno se une a IgG o IgM, formando complejos inmunes los
cuales se pueden depositar en tejidos o en el endotelio vascular, dafiandolos, ya sea
por activacion del complemento, generacién de anafilotoxinas o quimiotaxis de

polimorfonucleares. El ejemplo mas caracteristico es la enfermedad del suero.

Tipo IV, mediada por células T o hipersensibilidad tardia
Tarda de 1 a 2 dias en aparecer, esta mediada por células T activadas, las cuales
liberan citocinas y activan macréfagos. El ejemplo mas conocido es la dermatitis por

contacto.




Se ha estudiado la presencia de anticuerpos IgG anti-asparaginasa en
pacientes que han recibido la enzima, incluyendo pacientes con reacciones
adversas y aquellos que no sufrieron evento adverso alguno. Los resultados
demuestran una correlacion entre la presencia de titulos elevados al

medicamento y el desarrollo de hipersensibilidad,?*%°

sin embargo, no todos los
pacientes en los que se desarrollan titulos elevados de anticuerpos anti-
asparaginasa presentan manifestaciones clinicas, ni se ha establecido un
criterio definitivo en cuanto a la influencia de estos anticuerpos y la reaccion al
tratamiento de induccion.

Un punto interesente, es que recientemente se investigd la farmacocinética de
la dexametasona en el tratamiento de la LLA, droga usada extensamente en
conjunto con la L-asparaginasa en la terapia antileucémica.® Los resultados
obtenidos mostraron que la dexametasona no solo es una droga que posee una
farmacocinética muy variable, sino que sugieren que los pacientes alérgicos a la
asparaginasa pudieran tener una doble desventaja, ya que no solo sufren de
una actividad disminuida de la enzima, sino que ademas la tasa de eliminacion
de la dexametasona estd aumentada, por lo que su efecto farmacoldgico se ve
disminuido.®*

En los paises desarrollados al presentarse una reaccion adversa a la enzima se
opta por sustituir la L-asparagina de E. Coli por la de Erwinia chrysanthemi o
carotovora, lo cual no afecta el prondstico del tratamiento de la LLA a largo

plazo,*?®

pero tiene el inconveniente de un costo muy elevado, por lo que casi
no se utiliza en nuestro pais, optdndose en cambio por suspender la

administracion de la enzima para evitar las complicaciones asociadas. Algunos

10



estudios han mostrado claramente que existe una depuracién mas rapida de la
asparaginasa, asi como una disminucion en su actividad enzimatica, en
pacientes con hipersensibilidad o que presentan titulos elevados de anticuerpos
IgG anti-asparaginasa.*

Por lo anterior se ha tratado de conocer si existe una relacion entre la presencia
de anticuerpos IgG anti-asparaginasa, las reacciones alérgicas a la misma, y el
resultado del tratamiento. Diversos estudios han mostrado resultados
contradictorios, algunos revelando que los pacientes que desarrollan
anticuerpos IgG anti-asparaginasa tienen mayor probabilidad de presentar una
reaccion alérgica y mayor incidencia de complicaciones, aun sustituyendo E.
coli-asparaginasa por Erwinia-asparaginasa,® mientras que otros concluyen
gue los pacientes que tuvieron reacciones alérgicas a la asparaginasa de E. coli
y cambiaron por la presentacion de Erwinia no sufrieron ningan impacto
negativo en el tratamiento de su enfermedad.®?®

Estudios previos han demostrado que al presentarse reacciones alérgicas a la
PEG-asparaginasa se pueden dar reacciones cruzadas con pruebas cutaneas
positivas entre asparaginasa y factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF) ya que ambos provienen de E. coli®®.

En México, asi como en otros paises en vias de desarrollo, al presentarse un
evento adverso a la L-asparaginasa por lo general se suspende la utilizacion de
la misma, ya que en la mayoria de los casos, y principalmente en las
instituciones publicas de salud, no se cuenta con los recursos econdmicos para
cambiar el tratamiento a L-asparaginasa de Erwinia. Por lo anterior se puede

plantear la posibilidad de desensibilizar a un paciente, en lugar de cambiar de
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medicamento,*® lo que resulta mas econémico y seria mejor que suspender la
administracion de la enzima, lo que impacta negativamente en el prondstico.

La rapida desensibilizacion a medicamentos se ha utilizado con agentes
guimioterapéuticos, ya que regimenes alternativos pueden estar limitados por la
sensibilidad tumoral y la necesidad de administrar farmacos de primera linea.
La rapida desensibilizacion ofrece la oportunidad de administrar la dosis
completa del medicamento al cual se presenté una reaccién alérgica previa.* El
método consiste en una serie de pasos, cada uno con el fin de administrar
pequefias dosis del mismo e ir aumentando hasta llegar a dosis terapéuticas
completas en un tiempo promedio de 4 a 12 horas. Cualquier reaccién durante
la desensibilizacion debe ser tratada deteniendo la infusion, administrando un
antihistaminico, oxigeno, Yy en casos graves un esteroide, asi como la
posibilidad de utilizar epinefrina. Una vez que la reaccion cede, se continua con
la infusién en la dosis en la cual se detuvo el procedimiento.®’

En un estudio se intentd desensibilizar a una paciente que desarrolld una
reaccion anafilactica a la E. coli-asparaginasa, empleando un protocolo en el
cual la enzima se administré por via i.v. aumentando su concentracion hasta
llegar a las dosis terapéuticas. Se logré terminar con el esquema previamente
establecido sin observarse reacciones adversas.*

Otro punto a destacar es que en multiples protocolos de tratamiento, en caso de
una recaida de LLA, se utiliza la L-asparaginasa de E coli, sin saber si pudiesen
existir anticuerpos previamente formados, los cuales disminuyen la actividad del
medicamento, o si se desarrollo hipersensibilidad al mismo, en cuyo caso en la

siguiente administracion pudiese ocurrir un evento adverso grave.
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1.2. Importancia del presente trabajo.

Por los antecedentes citados se propone medir la presencia de anticuerpos IgG
anti-L-asparaginasa mediante un ensayo inmuno-enzimatico (ELISA), asi como
realizar pruebas cutaneas para detectar la presencia de IgE especifica contra L-
asparaginasa en pacientes que hayan recibido la enzima, con la finalidad de
investigar cual es la incidencia de produccion en un mismo paciente de
anticuerpos IgG e IgE anti-asparaginasa en la LLA de la infancia, y si estos
anticuerpos influyen en la respuesta a la induccion a la remision de la

enfermedad o a la hipersensibilidad o resistencia.

1.3. Originalidad.
No se conoce la asociacion entre la presencia simultanea de anticuerpos IgG e
IgE anti-L-asparaginasa Yy la respuesta a la terapia de induccion de la remision

y la evolucién clinica.

1.4. Justificacion
e Es necesario conocer si la presencia de anticuerpos contra la enzima L-
asparaginasa afecta el curso clinico de la enfermedad y determinar si un
titulo dado de anticuerpos IgG anti-L-asparaginasa guarda relacion con la
resistencia a la terapia de induccién a la remisién, asi como la
importancia de estandarizar una conducta clinica adecuada para tratar al

paciente que desarrolla hipersensibilidad a la enzima.
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CAPITULO 2

HIPOTESIS

Los pacientes con LLA-B pueden producir simultdneamente anticuerpos IgG e
IgE anti-L-asparaginasa y desarrollan hipersensibilidad o resistencia al

tratamiento que influye en la respuesta a la terapia de induccion a la remision.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Identificar a los pacientes con LLA que desarrollan inmunidad (anticuerpos IgG)

y/o alergia (anticuerpos IgE) a la enzima L-asparaginasa y determinar si influyen

de manera independiente 0 en su conjunto en la respuesta clinica en la etapa

de induccién a la remision.

3.2 Objetivos especificos.

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Desarrollar y estandarizar un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para
determinar anticuerpos IgG anti-L-asparaginasa

Identificar y cuantificar anticuerpos IgG anti-L-asparaginasa mediante un
ensayo inmunoenzimatico.

Identificar anticuerpos IgE anti-L-asparaginasa mediante pruebas
cutaneas.

Determinar la existencia de ambos anticuerpos, IgG e IgE, en un mismo
paciente.

Correlacionar la presencia de anticuerpos IgG e IgE con la respuesta

clinica al tratamiento en la etapa de induccién a la remision.
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CAPITULO 4

PACIENTES Y METODOS

4.1. Sujetos.

Pacientes menores de 18 afios con diagndstico de LLA tipo B que completaron
las etapas de induccién y/o reinduccién a la remisién, con no mas de un afo de
haber recibido la ultima dosis de L-asparaginasa y en los que sus padres o
tutores aceptaron la participacion en el estudio.

Se incluyeron como controles negativos; 10 individuos sanos que nunca
recibieron L-asparginasa.

Se obtuvieron datos generales del paciente, como: nombre, edad, sexo,
clasificacion inmunolégica de la enfermedad, esquema de administracion y
fecha de ultima aplicacién de L-asparaginasa, reacciones adversas y estado

actual de la enfermedad.

4.2. Criterios de inclusion.
a) Pacientes menores de 18 afios con diagnéstico de LLA-B.
b) Pacientes que completaron las etapas de induccién y/o de reinduccion
a la remision.
c) Que los padres o tutores aceptaron la participaciéon en el estudio.

(Apéndice 1)
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4.3. Criterios de exclusion.
a) Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.
b) Pacientes que recibieron antihistaminicos hl o h2
c) Pacientes con antecedentes de choque anafilactico con la enzima L-

asparaginasa.

4.4. Criterios de eliminacion.
a) Quienes no cumplieran con todos los parametros a estudiar.
Al ser seleccionados los pacientes para participar en el estudio se realizo lo
siguiente:
1) Se obtuvo la autorizacion para la inclusién en el estudio mediante la
firma de una carta de consentimiento informado (Apéndice 1).
2) Se obtuvieron los datos generales del paciente (Apéndice 2)
3) La historia personal y familiar de atopia (Apéndice 2)
4) La fecha de ultima aplicacion de la enzima (Apéndice 2)
5) Se tomo6 muestra de sangre para Biometria Hematica e IgG
6) Se identificaron las reacciones adversas a L-asparaginasa y su tipo

7) Se determino el estado actual de la enfermedad.

4.5. Pruebas cutaneas.

Realizacion de las pruebas cutaneas
Se realizaron 2 tipos de pruebas: epicutaneas o “prick test” e intradérmica, para

valorar la sensibilidad tipo | para la L-asparaginasa.
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A) Prick test: se aplicé una gota de L-asparaginasa (dilucion 1:100 equivalente
a 50 unidades), sobre la piel, en la que efectudé una ligera puncion con una
lanceta con aplicador marca Duotip (Lincoln Diagnostic, Inc. Decatur, lllinois.).
La muestra se dejé en contacto con la piel por un periodo de 15 minutos y se
registro la reaccién a la enzima, midiendo el diametro maximo de la papula y
eritema, en milimetros.

Control negativo: solucion salina normal.

Control positivo: una solucion de fosfato de histamina a una concentracion de

0.1 %.

B) Prueba cutanea intradérmica: consistio en la inyeccién intradérmica de una
dilucion de 1:100 de L-asparaginasa en solucion salina estéril, se observo
durante un periodo de 15 minutos y se registr6 el maximo diametro de la
papulay el eritema.
La dilucién de la L-asparaginasa para la prueba cutanea fue la siguiente:
1. De un frasco ampula con 10,000 unidades en 2 mL, se tomaron 100 uL
= 500 unidades de asparaginasa.
2. Se diluyeron los 100 uL en 900 pL de solucion salina estéril = 50
unidades en cada 100 pL (volumen =1 mL)
3. Setomaron 100 plL de esta dilucion y nuevamente se diluyeron 1,900 pL

de solucion salina estéril = 2.5 unidades en cada 100 pL.

- El control negativo para la prueba intradérmica fue solucion salina normal
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- El control positivo para la prueba intradérmica fue solucion de fosfato de
histamina en solucion acuosa a una concentracion de 0.01%.

Se documenté la respuesta clinica y hematolégica de la LLA al finalizar la etapa
de induccion a la remisién, y/o reinduccion comparando los datos clinicos con

los resultados de las pruebas in vitro e in vivo.

4.6 Obtencion de la muestra para determinar IgG anti-L-asparaginasa.
Se tomd una muestra de 5.0 mL. de sangre periférica, se centrifugd a 3000
r.p.m. se obtuvo el suero y se congel6é a una temperatura de —18 a —20°C hasta

que se llevo a cabo el ensayo inmunoenzimatico.

4.7 Determinacion de IgG anti-L-asparaginasa.

El suero se utiliz6 para identificar la presencia de anticuerpos IgG anti-
asparaginasa (anti human IgG, gamma Chain specific, Sigma St. Louis MO.),
mediante un ensayo inmuno-enzimatico (ELISA). Esta prueba se estandarizo, el

andlisis fue cuantitativo y se utilizaron controles positivo y negativo.

4.8 Anticuerpos IgG anti-L-asparaginasa.

Control positivo

Se utilizé un suero policlonal contra la L-asparaginasa producido en raton. Este
suero se generd al inmunizar intraperitonealmente con 15 mg. de L-
asparaginasa en adyuvante incompleto de Freund a 10 ratones de la cepa

BALB/c de entre 6 a 8 semanas de vida. Los ratones se reinmunizaron en los
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dias 15 y 30 con 10 mg. de L-asparaginasa en la misma solucion de Freund.
Los ratones se sangraron en el dia 35 post-inmunizacion del plexo vascular
retro orbitario con la ayuda de una pipeta Pasteur, la sangre se centrifugd a

3000 r.p.m. y los sueros se conservaron a menos 20° C hasta su uso.

Control negativo
Como control negativo de la prueba se utilizé el suero de ratones sanos sin

inmunizar.

4.9 Estandarizaciéon del ensayo.

En la estandarizacion de la técnica de ELISA se empleo como antigeno la
enzima (L-asparaginasa), que se administra a los pacientes en el tratamiento de
la LLA (Leunase, Kyowa Hakko Kogyo Co. Japon). Para determinar la
concentracion ideal de antigeno se probaron diferentes concentraciones de L-
asparaginasa (5 ng. hasta 1 mg).

1. La L-asparaginasa se suspendié en una solucién amortiguadora de PBS, pH
7.2.

3. Se agregaron 200uL de la solucion a cada pozo, utilizando placas de
poliestireno de 96 pozos, incubandose toda la noche a 4 °C.

4. Se elimino el sobrenadante de cada pozo y se procedid a realizar 5 lavados,
cada uno de 5 minutos en agitacién a 200 r.p.m. con una solucién de lavado

(PBS pH 7.2 con tween 20, 1:1,000).
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5. Los sitios de fijacion inespecifica de la placa, se bloquearon con leche
descremada al 5% en PBS pH 7.2, se agregaron 200uL de esta solucion
bloqueadora a cada pozo y se incub6 a 37 °C por 2 horas.

6. Posteriormente se elimind la solucién y se repitieron los lavados en las
condiciones descritas anteriormente.

7. Se agregaron 100uL de suero de los pacientes y de los controles, y se dejo
incubar por una hora a 37 °C.

8. Se elimino el sobrenadante de los pozos y se repitieron los lavados.

9. Se agregaron 150uL de anticuerpo IgG anti-lgG conjugado con peroxidasa,
incubandose por 1 hora a 37 °C.

10. Se lavé nuevamente con las condiciones previamente descritas.

11. Se adicionaron 100uL de la solucion substrato-cromégeno (dihidrocloruro de
fenilendiamina, OPD) con peréxido de hidrogeno y se dejé incubar por 20
minutos.

12. La reaccion se detuvo con 100uL de acido sulfarico 1 M y la placa se ley6
empleando un espectrofotdmetro a 595 nm de longitud de onda y se midi6 la

absorbancia.

Los datos recolectados se analizaron mediante una prueba T de student para

determinar la especificidad y sensibilidad del ensayo.
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4. 10. Analisis Estadistico.

Se calcularon las variables cualitativas de frecuencia absoluta y relativa (por
porcentajes). Las variables cuantitativas se calcularon con el valor de la media 'y
la desviacion estandar.

En variables de distribucion diferente a la normal (no-paramétricas) se llevaron
a cabo pruebas comparativas mediante pruebas de distribucion z (porcentajes)
asi como pruebas de distribucién empleando Chi cuadrada (y?),

a) Se realiz0 estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de
dispersién (media + desviaciéon estandar).

b) Se compararon resultados con Chi cuadrada.

c) Se elaboraron tablas de contingencia entre el estado clinico del paciente y los
valores categorizados de 1gG, IgE y la reaccion cutanea, por medio de la
correlacion de Spearman.

En el procesamiento electrénico de datos y métodos de estadistica se utilizo el

programa SPSS 15.0

4.11 Aspectos Eticos.
4.11.1. Clasificacion de la Investigacion:
Investigacion sin riesgo para el paciente
4.11.2. Riesgos previsibles y probables:
El estudio no puso en ningun tipo de riesgo al paciente, ya que la
literatura reporta solo efectos indeseables minimos locales en un

escaso numero de pacientes sometidos a pruebas cutaneas.
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4.11.3. Se facilito proteccion frente a riesgo fisico/ emocional.

4.11.4. Se proporciond a cada paciente una carta de consentimiento donde

se explicaron los fines y beneficios esperados del estudio, la
garantia de atencion a las dudas solicitando después de la
comprensiéon del documento, que firmaran dando su consentimiento

si deseaban participar en el estudio. (Anexo 1)

4.11.5. Este protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité de

4.12

4.13

Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina y Hospital
Universitario “Dr. José E Gonzalez” de la Universidad Autbnoma de

Nuevo Leon.

Personal Profesional.

M.C.P. Gabriela Galindo Rodriguez.

Médico Especialista en Alergia e Inmunologia Clinica y Candidato a
Doctor en Medicina.

Dr. en Ciencias Mario Cesar Salinas Carmona. Profesor y Jefe del
Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina, Director de

Tesis.

Recursos materiales.
Instalaciones de la Consulta Externa del Servicio de Hematologia, del
Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica y del Departamento de

Inmunologia del Hospital Universitario “Dr. José E Gonzalez” de la UANL.
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4.14 Financiamiento.
Recursos propios de los Servicios de Hematologia y Alergia e
Inmunologia clinica y del Departamento de Inmunologia del Hospital

Universitario “Dr. José E Gonzalez” de la UANL.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de la poblacion.

Se estudiaron 51 pacientes, con diagnostico de leucemia linfoblastica aguda

gue recibieron tratamiento con L-asparaginasa en el Servicio de Hematologia

del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”, que reunieron todos los

criterios de inclusion para éste estudio. De éstos, 24 de sexo femenino (47%) y

27 de sexo masculino (53%). El rango de edad fue de 2-16 afios con una

mediana de 5 afos. (Tabla 3)

Tabla 3. Principales caracteristicas demogréficas de los pacientes

Pacientes estudiados con LLA

Mediana: 5 afios

Rango :2-16 afos

Sexo masculino

n = 27 (53%)

Sexo femenino

n = 24 (47%)

Numero de dosis de L-asparaginasa al
momento del estudio

Mediana: 8 dosis

Rango: 5-14 dosis

Meses desde el diagndstico al momento
del estudio :

Mediana:36 meses

Rango:6-130 meses

Meses desde la Ultima dosis de L-
asparaginasa al momento del estudio :

Mediana:25 meses

Rango:0-84 meses
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5.2 Caracteristicas de los pacientes estudiados

El 39 % (20) refirid6 antecedentes personales positivos de atopia y el 61% (31)
negativos (x2=2.373 p=0.123) 17 (33%) pacientes refirieron historia de alergia
a medicamentos, x2= 5.667 p=0.017.

Los medicamentos a los cuales refirieron alergia se muestran en la tabla 4.

Un paciente fue alérgico a dos medicamentos; penicilina y L —asparaginasa

Tabla 4. Alergia a medicamentos

PENICILINA 5
L-ASPARAGINASA 3
VANCOMICINA 1
SEUDOEFEDRINA 1
PREDNISONA 1
NO ESPECIFICADO 7
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De los 51 pacientes que recibieron L-asparaginasa solo 3 (6%) refirieron haber

presentado alguna manifestacion alérgica y 48 (94%) no x2= 39.706 p= 0.001,

como lo muestra la figura 1

504

40
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204

NUMERO DE PACIENTES

10+

Figura 1. Poblacion alérgica ala L-asparaginasa

5.88%

Sl

x2=39.706

p=0.001
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De acuerdo a la clasificacion de riesgo de los pacientes con LLA 28 (55%) de
ellos se clasificaron como de riesgo alto, es decir reunian varias de las
siguientes condiciones: sexo masculino, menor de 1 afio o mayor de 10, cuenta
leucocitaria mayor a 50,000 por mm? y antigeno comun de la LLA negativo y 23
(45%) fueron de riesgo habitual (x2= 0.490 p= 0.484).

De los pacientes estudiados 27 (53%) se encontraban en la etapa de
mantenimiento de la enfermedad, 16(31%) en vigilancia y 8 (16%) en recaida

(x2= 10.706 p= 0.005)

Todos los pacientes estudiados habian recibido de 5 a 14 dosis de L-
asparaginasa, la gran mayoria recibié las dosis recomendadas para el buen
control de la enfermedad, que son de 6-8 dosis, 26 pacientes recibieron 6 (45%)

dosis y 21 (41%) 8, como se puede ver en la figura 2
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Figura 2. Niomero de dosis de L-asparaginasa administradas
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5.3 Pruebas especificas para L-asparaginasa.

5.3.1 Pruebas cutaneas intradérmicas y epicutaneas (Prick)

Posteriormente a la coleccion de la informacion y de las muestras de sangre
para la deteccidon de anticuerpos IgG anti L-asparaginasa se procedio a realizar
las pruebas cutdneas por el método de Prick test. Con este método 28

pacientes dieron la prueba positiva y 23 negativa, como se observa en la figura

30
7
i
E 20
L
S
<
o
w
= 28
x 54.90%
w
=
= 10
o

NEGATIVO POSITIVO

x2= 0.490
p=0.484

Figura 3. Pruebas cutaneas por Prick test para L-asparaginasa
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5.3.2.- Pruebas cutaneas intradérmicas.

De los 51 pacientes a los que se les realizaron las pruebas cutaneas 28 (55 %)
dieron resultados positivos, y 23 (45 %) negativos; a estos ultimos se les
realizaron pruebas cutaneas intradérmicas y con este método solo 4 resultaron

positivos, lo que se muestra en la figura 4
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NEGATIVO POSITIVO

x2= 9.783 p= 0.002

Figura 4. Pruebas cutaneas intradérmicas con L-asparaginasa
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Al evaluar en forma general ambos métodos de pruebas cutaneas
(intradérmicas y prick) se observé que 32 pacientes en total mostraron una
respuesta positiva a la L-asparaginasa y 19 dieron una respuesta cutanea

negativa, como se muestra en la figura 5
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Figura 5.- Prick test e intradermoreaccién para L-asparaginasa
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La presencia de antecedentes personales de atopia es determinante para el
desarrollo de la respuesta alérgica 'y se puede comprobar en la figura 6, donde
se aprecia que 23% de los pacientes tenia antecedentes personales de atopia y

pruebas cutaneas para L-asparaginasa positivas

204

ANTECEDENTES
PERSONALES DE
ATOPIA

Mmoo
H s

-
[0]
|

NUMERO DE PACIENTES
i

MEGATIVAS POSITVAS
PRUEBAS CUTANEAS
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Figura 6. PC y antecedentes personales de atopia
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Se observo que existe una diferencia estadisticamente significativa al comparar
pacientes con una prueba cutanea positiva y presencia de anticuerpos IgG anti-

L-asparaginasa y los que no, p = 0.001 como se observa en la figura 7
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x2= 12.255 p= 0.001

Figura 7. Pruebas cutdneas y anticuerpos IgG positivos para L-

asparaginasa.
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Al seleccionar solo aquellos pacientes que no desarrollaron anticuerpos 1gG y
cuyas pruebas cutaneas fueron negativas y compararlos con los que no reunian
este criterio la diferencia también fue estadisticamente significativa (p =0.001),

como se ve en la figura 8.

S0

NUMERO DE PACIENTES

POSITIVOS NEGATIVOS
1gG + IgE

x?=21.353 p=0.001

Figura 8. Pruebas cutaneas e IgG negativos para L-asparaginasa
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Al buscar alguna correlacion entre la presencia de IgG y pruebas cutaneas, no

se encontrd, como se observa en la figura 9
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Figura 9. Correlacion entre pruebas cutaneas y anticuerpos IgG anti L-

asparaginasa.
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5.4. Estado actual de la enfermedad.
De los 51 pacientes, 18 (35%) se encontraban en recaida de LLA al momento

del estudio, como lo muestra la figura 10.
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X?=4.412 p=0.036

Figura 10. Pacientes en recaida

La mayoria de los 18 pacientes que se encontraron en recaida (n=13) solo
habian presentado 1 recaida, como lo muestra la tabla 5.

Tabla 5. NUmero de recaidas

No. de pacientes | No. de recaidas
13 1
2 2
1 3
2 4

x?= 73.216 p= 0.001
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5.5. Riesgo de la enfermedad y presencia de anticuerpos

Al buscar correlacion entre el riesgo de la enfermedad y la presencia de
anticuerpos IgG para L-asparaginasa, no se encontré correlacion en ninguno
de los grupos estudiados, como se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Riesgo y anticuerpos IgG anti-L-asparaginasa.
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Tampoco se encontré correlacion entre riesgo de la enfermedad y pruebas
cutaneas para L-asparaginasa como lo muestra la figura 12
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Figura 12. Tipo de riesgo y pruebas cutaneas.
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Sin embargo, al estudiar la correlacion entre la presencia de ambos tipos de
anticuerpos y riesgo de la enfermedad, esta correlacion si se encontrg presente,
como lo demuestra la figura 13
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Figura 13. Riesgo y anticuerpos IgG e IgE anti-L-asparaginasa
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Es de hacer notar que casi la mitad de los pacientes formaron anticuerpos IgG
anti L-asparaginasa, como lo muestra la figura 14
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Figura 14. Pacientes con IgG anti-L-asparaginasa.
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5.6.- Recaidas y desarrollo de anticuerpos anti-L-asparaginasa

Como se mencion6 con anterioridad, 18 pacientes presentaron recaidas. Al
estudiar la correlaciéon entre la presencia de recaidas y pruebas cutaneas se
observé que 23 pacientes con prueba cutanea positiva no presentaron recaidas
al momento del estudio, como se muestra en la figura 15
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Figura 15. Pruebas cutaneas y recaidas.
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De los pacientes que tuvieron pruebas cutaneas positivas 9 tuvieron

recaida, como se ve en la figura 16.
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Figura 16. NOmero de recaidas y pruebas cutaneas.
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Al medir la correlacion entre pruebas cutdneas y desarrollo de anticuerpos IgG,
se observo que, a diferencia de los pacientes con pruebas cutaneas positivas y
ausencia de recaidas, en este grupo los pacientes que formaron IgG y el

namero que presentaron o no recaidas fue semejante (figura 17)
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Figura 17. Anticuerpos IgG anti- L-asparaginasa y recaidas.
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La grafica es muy diferente en la correlacién entre la presencia de anticuerpos
IgG y recaidas totales, como se observa en la figura 18, en la que muestra que
los pacientes con presencia de anticuerpos IgG presentaron hasta 4 recaidas, a
diferencia de los que tuvieron una prueba cutdnea positiva, quienes presentaron

como maximo 1 recaida
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Figura 18. NUmero de recaidas y anticuerpos IgG anti-L-asparaginasa.

44



Se observé una diferencia entre los pacientes en que se detectaron anticuerpos

IgG e IgE anti-L-asparaginasa y la ausencia de recaidas, con aquellos en los

gue no se detectaron ninguno de los dos isotipos de anticuerpos.
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No se observaron diferencias entre los pacientes con anticuerpos IgE e IgG

positivos y el niumero de recaidas. (Figura 20)
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5.7 Influencia del género en la respuesta de anticuerpos anti L-
aspapraginasa.

El pertenecer a determinado genero, no tuvo ninguna influencia en relacion con
la respuesta inmune, ya que a diferencia de la tipica respuesta mediada por
IgE, en donde se observa que durante la infancia el sexo masculino es
principalmente afectado en una relacion 2 a 1, en este caso no existio tal
diferencia, como se observa en la figura 21 que muestra que no hay diferencia

estadisticamente significativa en la frecuencia de PC para L asparaginasa.

209

PRUEBAS
CUTANEAS
w7 W HEGATIVAS
w Crosimivas
-
b
w
3]
<
o
H 10+
9 17
T} 33.33%
=
2
z

MASCULING FEMERNING
GENERO

P=0.269

Figura 21. Géneroy pruebas cutaneas.
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En cuanto a la relacion entre produccién de anticuerpos del isotipo 1gG y sexo,

esta tampoco se vio afectada, como lo muestra la figura 22
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Figura 22. Género y anticuerpos IgG anti-L-asparaginasa.
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La figura 23 muestra IgG y PC, y su correlacién con el género

oy
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Figura 23. Género y anticuerpos IgG e IgE anti-L-asparaginasa.
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5.8. Estado actual de la enfermedad y produccion de anticuerpos
especificos

Como se describio con anterioridad, 18 de los pacientes estudiados
presentaron durante su evolucién alguna recaida, de los cuales 8 se
encontraban en franca recaida al momento del estudio, como se puede
observar en la grafica 24, que muestra la correlacion con el desarrollo de
anticuerpos IgG; estado actual de la enfermedad y de estos 8 solo 6 produjeron

anticuerpos IgG y se encontraban en recaida
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En relacién a la repuesta especifica a la prueba cutanea y el estado de la
enfermedad de los 8 pacientes que se encontraban en recaida al momento del
estudio, solo 4 de ellos tuvieron una prueba cutdnea negativa, es decir no hubo

diferencia entre los grupos, como lo muestra la figura 25
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Al buscar alguna correlacion entre el estado de la enfermedad y la respuesta a
L-asparaginasa por pruebas cutaneas y produccion de anticuerpos IgG
simultaneamente no se encontrd diferencia entre los diferentes estadios de la
enfermedad y la produccion simultdnea de ambas respuestas, como se observa

en la figura 26
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En relacion a la sobrevida, es de hacer notar que aquellos pacientes que

presentaron ambos tipos de anticuerpos IgG e IgE, tuvieron una sobrevida

mayor sin recaidas y esta diferencia fue estadisticamente significativa (figura

27) p= 0.04
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CAPITULO 6

DISCUSION

Las reacciones adversas a la L-asparaginasa pueden ser mediadas por IgG,
IgE, o los dos anticuerpos de manera simultanea. En el presente estudio se
investigd la presencia de IgG e IgE anti L-asparaginasa en un grupo de 51 nifios
con diagnostico de LLA, los episodios de respuesta alérgica a la enzima, asi
como el curso clinico y la respuesta al tratamiento.

Algunos aspectos indeseables de la administracién de L-asparaginasa son el
desarrollo de reacciones de hipersensibilidad tipo | y/o lll. Las reacciones tipo |,
mediadas por IgE y en algunas ocasiones por la activacion inespecifica de
células cebadas, se han demostrado en estudios realizados previamente. *
También se ha comprobado la actividad de los anticuerpos IgE especificos anti-
L-asparaginasa en pacientes con LLA mediante pruebas in vitro, al incubar
suero de pacientes con la enzima y demostrar la liberacién de histamina,?’ lo
gue puede ser la causa de la reaccion alérgica de las reacciones anafilacticas a
la administracion de la enzima.

Algunos estudios han encontrado relacién entre la produccion de IgG anti-L-
asparaginasa y la respuesta al tratamiento y un mayor riesgo de respuesta

anafilactica y alérgica, aun después de cambiar a L-asparaginasa derivada de

Erwinia.
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Un estudio reciente, en el cual se investigd la farmacocinética de la
dexametasona en conjunto con L-asparaginasa durante la terapia de induccién
en pacientes con LLA, mostrd que los pacientes con alergia clinica tenian una
doble desventaja, ya que experimentaban una menor actividad de la enzima y
un aumento en la tasa de eliminacién de la dexametasona, disminuyendo su
efecto farmacolégico.>* *°

Cuando se presenta una reaccion adversa a L-asparaginasa de E coli la
indicacion terapéutica es cambiar a L-asparaginasa de Erwinia chrysanthemi o
carotovora, sin impacto negativo a largo plazo en el tratamiento.*® 2 También
se puede realizar un protocolo de desensibilizacion en quienes han sufrido
reacciones alérgicas severas durante la induccion o la reinduccién a la remision
.37 Recientemente se aprobé la L-asparaginasa pegylada como tratamiento
de primera linea para pacientes con LLA de riesgo estandar, ya que solo el
12 % desarrollan IgG anti-L-asparaginasa, comparado con el 28 % de los que
reciben L-asparaginasa derivada de E coli 2.

De los 51 pacientes estudiados, el grupo de alto riesgo (28) estuvo sobre-
representado debido al hecho de que su tasa de recaida fue mayor y
consecuentemente ellos tuvieron una probabilidad de ser tratados vy
monitorizados por periodos mas largos que los de riesgo habitual.

En el presente estudio se encontré que dos terceras partes de los pacientes
expuestos a la L-asparaginasa desarrollaron anticuerpos IgG, hallazgo similar a
otros reportes, ®*? y no se encontré correlacién entre el titulo de anticuerpo y

reacciones alérgicas.
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La presencia de IgG anti-L-asparaginasa estuvo significativamente asociada a
recaidas (p=0.02) como lo fue la presencia de IgE detectada por las pruebas
cutaneas (p=0.04). La determinacion de IgE ha sido reportada previamente, en
un estudio se encontré que la IgE especifica no se detectaba consistentemente
en nifios con altos o bajos niveles de 1gG, anti-L-asparaginasa.*® Aunque la
prueba cutanea para la L-asparaginasa se recomienda, esta procedimiento aun

no esta validado, *°

ademas de que tiene sus limitaciones debido a la
variabilidad en la especificidad y sensibilidad. Solo se han publicado dos
estudios en los cuales se midi6 especificamente IgE anti-L-asparaginasa en
suero™ y solo uno incluyé la prueba cuténea para la L-asparaginasa* y en este
mismo estudio solo se incluyeron nifios que presentaron datos de
hipersensibilidad y Uunicamente se realizaron por el método de Prick, con un
63% de resultados positivos. En el presente estudio la prevalencia encontrada
también fue de 63%, (32 de 51 pacientes), pero en nuestro caso las pruebas
cutaneas se realizaron con el método de prick test e intradermoreaccion. Solo 3
de los 51 pacientes estudiados presentaron manifestaciones clinicas de
hipersensibilidad, lo que sugiere una produccion de IgE de comportamiento
clinicamente silencioso, es decir sin manifestaciones clinicas. La baja
frecuencia de las reacciones alérgicas en los pacientes estudiados pudiera
estar relacionada al régimen de L-asparaginasa administrado, ya que el
protocolo empleado en este estudio incluye una dosis de 6,000 unidades por
metro cuadrado de superficie corporal, comparado con las 10,000 unidades por

metro cuadrado descritos en otros reportes. 2>*43 Otra posible explicacion, a

la baja frecuencia de reacciones alérgicas, es el menor numero de dosis
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administradas con una mediana de 8 (rango de 5-15) comparada con una
mediana de 13.5 dosis (rango 4-20) en otros reportes?® en los cuales tanto la
dosis como el numero de dosis estuvieron directamente relacionadas con el
desarrollo de reacciones de hipersensibilidad .?°

A diferencia de estudios previos, * 2% -4

en los que se encontrd una influencia
negativa de la presencia de los anticuerpos IgG, en nuestro estudio la
correlacion entre la presencia de anticuerpos IgG anti L-asparaginasa y las
recaidas fue significativa.

Otro hallazgo del estudio fue que la presencia de IgE, evaluada por pruebas
cutaneas, no estuvo asociada a una mayor tasa de recaidas, sino que se
documentd una asociacion entre la ausencia de IgE y el riesgo de recaidas
adicionales: aquellos nifios que presentaron una primera recaida y que tuvieron
las pruebas cutaneas negativas tuvieron un riesgo estadisticamente significativo
de sufrir recaidas adicionales: 55% comparado con 0% de recaidas en el grupo
que tuvo pruebas cutaneas positivas para la L-asparaginasa, p<0.01. Una
posible explicacion a este hecho es que los pacientes con multiples recaidas
pudieran tener pruebas cutaneas negativas como parte de un estado de
inmunosupresion mas grave reflejando un estado anérgico, lo que a su vez
pudiera modificar la capacidad de vigilancia inmunoldgica, debilitando el
proceso de vigilancia tumoral del paciente para eliminar las clonas residuales
de células leucémicas. Otra posible explicacion es que los pacientes con

pruebas cutaneas positivas, que son dependientes de un mecanismo mediado

por IgE, desarrollaron un mecanismo mas eficiente para eliminar las células

57



leucémicas residuales, lo cual pudiera explicar la sensibilizacion silenciosa sin

manifestaciones clinicas de alergia.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Se acepta la primera parte de la hipétesis: Los pacientes con LLA —B pueden
producir simultdneamente anticuerpos IgG e IgE anti-L-asparaginasa Y
Se rechaza la segunda parte de la hipétesis: estos anticuerpos pueden influir

en la respuesta a la terapia de induccién a la remision.

1. Los resultados del prick test y la intradermoreaccion a L-asparaginasa no

tuvieron relacion con la respuesta a la terapia de induccion a la remision en

nifos con LLA

2. Los antecedentes personales de atopia NO correlacionaron con la presencia

de una prueba cutanea positiva a L-asparaginasa, ni con la presencia de

anticuerpos IgG anti L-asparaginasa.

3. El desarrollo de anticuerpos IgG anti-L-asparaginasa NO estuvo asociado a

la recaida o al nimero de recaidas en los pacientes con LLA.

4. En los nifios con recaida la ausencia de IgE se asocié a un mayor riesgo de

sufrir recaidas adicionales.
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APENDICES

. CARTA DE CONSENTIMIENTO

. FORMA DE REGISTRO DE ENFERMEDADES ALERGICAS

HOJA DE PRUEBAS CUTANEAS.
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APENDICE 1

FORMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO:

IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS IgG e IgE ANTI- L-ASPARAGINASA
EN PACIENTES CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA EN
TRATAMIENTO PARA INDUCCION DE LA REMISION

El propdsito de este estudio seré el determinar si ocurre la formacién de algun
tipo de anticuerpo que pudiera influir a la respuesta al tratamiento de induccion
a la remision.

Para esta investigacion estudiaremos 51 pacientes con el diagnostico de
leucemia linfoblastica aguda que acudan al servicio de Hematologia del
Hospital Universitario de la UANL. A quienes se les realizara prueba cutanea
para L-asparaginasa y se analizara su sangre en busca de un anticuerpo
especifico contra la enzima L-asparaginasa.

1. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO.

Si acepta participar en el estudio el medico le pedira acudir a una cita durante la
cual se le explicara en forma detallada todos los objetivos del estudio y los
procedimientos a realizar. Por favor siéntase en la libertad de preguntar todo lo
gue considere necesario y de negarse a participar si asi lo decide. Usted debera
de dar su autorizacién por escrito para participar en esta investigacion.

Con el fin de precisar si se produce algun tipo de anticuerpo contra la L-
asparaginasa sera necesario la realizacién de pruebas cutaneas, las cuales

consisten en la aplicacion de la L-asparaginasa en forma de gota sobre la piel
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del antebrazo y realizar una ligera presion sobre la piel con un dispositivo

especialmente disefiado para eso (Duotip) y esperar 15 minutos para ver la

reaccion que consistira en la formacion de una pequefa roncha. Adicionalmente

se inyectara una pequefia cantidad con aguja de tuberculina en la piel,

interpretdndose la respuesta a las pruebas en los 15 minutos siguientes, en los

gue permanecera bajo la vigilancia del médico responsable del estudio.

2.- Riesgos asociados al estudio

Los riesgos de realizar pruebas diagnosticas para las reacciones alérgicas,
como las pruebas cutaneas, pueden ser de tipo localizado al sitio de la
aplicacion, con la formacién de roncha grande y comezon, eventualmente
pueden ser generalizadas, o0 acompafarse de baja de presion arterial; estos
ultimos efectos son muy raros y se tratan de manera simple.

3.- Beneficios asociados a su participacién en el estudio

Los beneficios que obtendra de este estudio seran el detectar si existe la
formacion de algun tipo de anticuerpo que pudiera afectar posteriormente la
respuesta clinica al tratamiento.

4.- Confidencialidad y revisién del expediente clinico

Los resultados de este estudio de investigacion podran ser presentados en
publicaciones especializadas o reuniones de caracter cientifico. Sin embargo,
durante estas presentaciones no se descubrira su identidad ya que toda la
informacion permanecera anénima.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracion y obtener

informacion sobre la investigacion que solicite en cualquier momento del
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desarrollo de la misma. Ademas, entiendo que estoy en la libertad de retirarme
en el momento que desee y si tomara esta decision no me afectara en futuros
tratamientos que requiera en el Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de
la UANL.

Entiendo que la informacién obtenida de la investigacion serd manejada en
forma confidencial y que en ningin momento violara mi privacidad.

Ademas, el Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de la U. A .N. L, estara
en la disposicidon de brindarme tratamiento médico o quirdrgico sin costo, en
caso que resultara dafiado directamente por cualquiera de los procedimientos
del proyecto de investigacion y en caso de dafio permanente, tendré derecho a

ser indemnizado de acuerdo al dafo sufrido.

Nombre del paciente Firma del paciente
Nombre de testigo Firma de testigo
Nombre del médico Firma del médico
Monterrey, N. L. a de 200
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APENDICE 2
Forma de registro de enfermedades alérgicas

Servicio de alergia de la facultad de Medicina y el Hospital Universitario

Nombre del

Paciente

Tiempo de diagnostico de LLA Tiempo de tratamiento
1-.Sexo: M F

2-.Edad

3-. Grado de escolaridad
a) primaria
b) secundaria
C) preparatoria o técnica
d) licenciatura
e) Ninguna

4.- Ha presentado alguna vez sintbmas como:

Moco nasal por las mafianas Si no
Estornudos Si no
Nariz tapada Si no
Comezon de nariz y 0jos Si no
Tos con ejercicio Si no
Pillido al respirar Si no
Ronchas con algunas medicina Si no
con que

Ronchas con algunas comida Si no
con cual

5-. Alguien en su familia ha presentado

Asma Si no quien




Alergia a las medicinas Si no
quien
Alergia a las comidas Si no
quien
Catarro crénico Si no
quien
Ronchas Si no
quien
Alergia en los ojos Si no

quien

6-. ¢Ha presentado alguna vez alguna reacciéon a medicamentos?

Si  No

7-.Cual:
a) ronchas, angioedema y prurito
b) fiebre
c) taquicardia
d) irritacion géstrica
e) vomito y diarrea
f) otros
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APENDICE 3
HOJA DE PRUEBAS CUTANEAS
Resultados de pruebas cutaneas

Nombre del paciente

Fecha / / Edad

Prick test

1:100

1:10

Intradérmica

100 pL
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APENDICE 4

INTERPRETACION DE PRUEBAS CUTANEAS

ERITEMA RONCHA
Negativa menos de 5 mm menos de 3 mm
Positiva mas de 6 mm mas de 3 mm

Practice Parameters for Allergy Diagnostic Testing

Ann Allergy Dec 1995; 75:5543-625.

Allergy Diagnostic Testing-An Updated Practice Parameter-March 2008
Ann Allergy 100; March 2008:S1-S148
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