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Efecto de la medicion de
cadenas ligeras libres en
suero en el diagnostico de
gammapatias monoclonales;
experiencia en Peru

Pizarro R, Samanez C?, Cartolin M3, Delgado F*

Resumen

ANTECEDENTES: las cadenas ligeras libres monoclonales son bio-
marcadores importantes en pacientes con alteraciones proliferativas
de las células plasmaticas. La creciente evidencia cientifica que avala
la diversidad clonal y evolucién en el mieloma mdltiple resaltan la
importancia de los algoritmos de laboratorios correctos que pue-
dan cuantificar todas las proteinas monoclonales potencialmente
producidas, sean inmunoglobulinas intactas, cadenas ligeras libres
o ambas, en el momento del diagnéstico, asi como durante la vigi-
lancia de los pacientes en tratamiento. En este campo se ha puesto
particular interés en la utilidad del ensayo de cadenas ligeras libres
en suero para reemplazar la electroforesis de proteinas en orina. De-
bido a la sensibilidad limitada y a contratiempos técnicos del analisis
urinario, un algoritmo basado en pruebas séricas (electroforesis y
cadenas ligeras libres) ha sido adoptado por muchos laboratorios
en todo el mundo, convirtiéndose en la primera linea de tamizaje
en los pacientes con sospecha de padecer gammapatia monoclonal.

OBJETIVO: evaluar la repercusion en la sensibilidad diagnéstica de
la incorporacion de la prueba de cadenas ligeras libres en suero al
algoritmo original utilizado en nuestra poblacién de pacientes con
trastornos proliferativos de células B en nuestra institutcion.

MATERIAL Y METODO: estudio prospectivo en el que se incluyeron
102 pacientes con diagnéstico de gammapatia monoclonal, que se
confirmé mediante biopsia de la médula 6sea del Instituto Nacional
de Enfermedades Neoplasicas de Lima, Pert. Esta cohorte se confor-
mé por 92 pacientes diagnosticados con mieloma midiltiple, 54 (59%)
de ellos tenfa produccion de IgG, 23 pacientes (25%) produccién de
IgA y dos pacientes (2%) produccién de IgD como principal proteina
monoclonal y 13 pacientes con produccion de cadenas ligeras (total
= 92 pacientes con mieloma mdltiple).

RESULTADOS: de los 92 pacientes diagnosticados con mieloma
mdltiple, 12 pacientes (13% del total de pacientes) tenfan produccion
exclusiva de cadena ligera (mieloma multiple de cadenas ligeras;
seis pacientes k y seis pacientes A) y se encontr6é un paciente con
produccién indetectable de proteina monoclonal, por lo que se
clasificé a priori como mieloma mudltiple no secretor, 1%, sumado
luego al grupo de mieloma mdltiple de cadenas ligeras debido a su
produccion proteica; 14% del total de pacientes. La electroforesis
de proteinas en orina y la inmunofijacion fueron muy ineficientes,
pues arrojaron tan sélo resultados correctos en 39 (42%) pacientes
de los 92 analizados.
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CONCLUSIONES: la incorporacién del inmunoensayo de cadenas
ligeras libres en suero al algoritmo diagndstico de la institucion per-
miti6 detectar dos pacientes adicionales, al comparar los resultados
con electroforesis de proteinas en suero.

PALABRAS CLAVE: inmunoensayos de cadenas ligeras libres en suero,
mieloma multiple, diagnéstico
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Impact of serum free light chain
measurements in diagnosis of
monoclonal gammopathies, experience
in Peru.

Pizarro R?, Samanez C?, Cartolin M3, Delgado F*

Abstract

BACKGROUND: Monoclonal free light chains (FLCs) are important
disease biomarkers in patients with plasma cell-proliferative disorders.
The increasing scientific evidence that supports clonal diversity and
evolution in multiple myeloma highlights the importance of using ap-
propriate laboratory algorithms that could be able to measure intact
immunoglobulins or monoclonal free light chains, both at diagnosis
and during the follow up of the response to treatment. Particularly
in this area, a focus has been set on the utility of serum FLC (sFLC)
assays to replace urine electrophoresis for monoclonal FLC measure-
ment. Due to the limited sensitivity and practical disadvantages of
urine analysis, the serum-based algorithm of SPE and sFLC has been
adopted by many laboratories around the world as a first line screen
in patients with suspected monoclonal gammopathies. The advantages
are many and the clinical validation has shown to add value to this
scheme that has an increasing acceptance in daily laboratory routine
worldwide. In this study we evaluate a local population of patients
from our institution with plasma cell dyscrasia and we compare dif-
ferent screening algorithms with the aim to simplify and improve the
sensitivity of our initial diagnosis scheme for these pathologies, mainly
for multiple myeloma patients.

OBJECTIVE: To assess the impact of diagnostic sensitivity of the in-
corporation of serum free light chain to the original algorithm used
in our patients with proliferative disorders of cells B in our institution.

MATERIAL AND METHOD: A prospective study was done including
102 patients with diagnosis of monoclonal gammopathy, confirmed
by bone marrow biopsy. This cohort was conformed by 92 patients
from National Institute of Neoplastic Diseases, Lima, Peru, diagnosed
with multiple myeloma, 54 (59%) had IgG production, 23 patients
(25%) 1gA production and two patients (2%) IgD production as main
monoclonal protein.

2016 abril;17(2)
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RESULTS: Out of 92 patients diagnosed with multiple myeloma, 12
patients (13% of the total) had exclusive production of light chain
(light chains multiple myeloma; six patients k y six patients A) and a
patient was found with undetectable production of monoclonal pro-
tein, so, he was classified a priori as non secretor multipel myeloma,
1%, added then to the group of light chains multiple myeloma due to
his protein production; 14% of the total of patients. Electrophoresis
of urine proteins and immunofixation were very unefficient, because
only evidenced correct results in 39 (42%) patients of the 92 analyzed.

CONCLUSION: the incorporation of immunoassay of serum light
chains to the diagnostic algorithm of the institution allowed to detect
two aditional patients, comparing the results with electrophoresis of
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ANTECEDENTES

Los trastornos proliferativos de células plas-
maticas por lo general se clasifican entre las
gammapatias monoclonales, debido a la secre-
cién de inmunoglobulinas monoclonales. Estas
enfermedades incluyen alteraciones malignas,
como mieloma mdiltiple, plasmocitoma, leu-
cemia de células plasmaticas, enfermedad de
depésito de cadena ligera (LCDD por sus siglas
en inglés), algunos trastornos premalignos o
indolentes, como la gammapatia monoclonal
de significado incierto (MGUS por sus siglas en
inglés) y mieloma mdltiple asintomético, entre
otros." Debido al amplio rango de presentacién
de estas enfermedades y a su biologia diversa,
en muchos casos la identificacién de la proteina
monoclonal suele ser la primera clave hacia el
diagndstico.

En las discrasias de células B, la proteina
monoclonal secretada puede tratarse de una
inmunoglobulina intacta, de una cadena ligera
libre exclusivamente (x o A), sin anticuerpos
tradicionales (IgG, IgA, 1gM, etc.) o de la com-
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binacion de ambas (por ejemplo, 1gGk con «
libre).2 En 80% de los casos de mieloma mul-
tiple, la proteina monoclonal corresponde a
una inmunoglobulina intacta (la mayoria de los
pacientes secretan IgG monoclonal), que se de-
nomina mieloma mdltiple de inmunoglobulina
intacta. De 15 a 20% de los casos de mieloma
mdltiple, la proteina monoclonal corresponde
s6lo a las cadenas ligeras (k o M), que genera un
mieloma mudltiple de cadenas ligeras, también
conocido como mieloma mdltiple de Bence
Jones; de 1 a 2% de los casos de mieloma, la
proteina monoclonal resulta indetectable por
los métodos electroforéticos tradicionales, lo
que histéricamente ha llevado a denominarlo
mieloma mdltiple no secretor.’* Por ello, la
identificacion y cuantificacion de la proteina
monoclonal puede resultar trivial o requerir
mdltiples enfoques, hasta dar correctamente con
la misma. El panel diagnéstico de tamizaje en
pacientes con sospecha de mieloma midiltiple,
amiloidosis primaria y gammapatias monoclo-
nales relacionadas tradicionalmente ha incluido
la electroforesis de proteinas y la inmunofijacion
en suero y en orina."?
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Estas técnicas, por lo general disponibles y
accesibles, resultan de baja sensibilidad para
la deteccion de proteinas monoclonales en
muestras de muchos pacientes.®® Asimismo, la
inmunofijaciéon no permite cuantificar la can-
tidad de proteina detectada, por lo que pierde
utilidad al momento de realizar el seguimiento de
los pacientes en tratamiento. A estas dificultades
se suman temas asociados con la interpretacion
de las electroforesis complejas, que depende de
la experiencia del personal de laboratorio para
lograr una interpretacion eficiente. En particular,
la deteccion de las proteinas de Bence Jones en
la orina ha sido el indicador de la produccién de
cadenas ligeras libres monoclonales por mas de
150 anos, pero la introduccion, en los Gltimos
afnos, del inmunoensayo automatizado para la
cuantificacion de cadenas ligeras libres en sue-
ro,’ basado en anticuerpos policlonales (Freelite),
ha incrementado la sensibilidad de deteccién e
intensificado las estrategias de verificacion de los
laboratorios para la identificacion de gammapa-
tias monoclonales,’*'® cambiando el paradigma
vigente. Amplias recomendaciones nacionales,
regionales e internacionales sugieren un panel
inicial de diagndstico compuesto por electrofo-
resis de proteinas en suero y cuantificacién de
cadenas ligeras libres en suero, lo que simplifica
y racionaliza el uso de recursos en la mayor
parte de los casos sospechados.*'' El objetivo
de este estudio fue evaluar la repercusion en la
sensibilidad diagnéstica de la incorporacién de
la prueba de cadenas ligeras libres en suero al
algoritmo original utilizado en nuestra poblacion
de pacientes con trastornos proliferativos de cé-
lulas B en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas de Lima, Perd.

MATERIAL Y METODO

Estudio prospectivo en el que se incluyeron 102
pacientes con diagndstico de gammapatia mo-
noclonal, que se confirmé mediante biopsia de
la médula ésea. Esta cohorte se conformé de 92
pacientes diagnosticados con mieloma mudltiple,
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54 (59%) de ellos tenfa produccién de IgG, 23 pa-
cientes (25%) produccién de IgA y dos pacientes
(2%) produccién de IgD como principal proteina
monoclonal (mieloma multiple de inmunoglo-
bulina intacta); 12 pacientes (13% del total de
pacientes) tenian produccién exclusiva de cadena
ligera (mieloma mdltiple de cadenas ligeras; seis
pacientes k y seis pacientes A) y se encontr6 un
paciente con produccion indetectable de proteina
monoclonal, por lo que se clasificé a priori como
mieloma mdltiple no secretor, 1%, sumado luego
al grupo de mieloma multiple de cadenas ligeras
debido a su produccién proteica; 14% del total
de pacientes (Figura 1).

Ademas, esta cohorte incluyé 12 pacientes
que tuvieron plasmocitoma y un paciente con
enfermedad de depésito de cadena ligera. Se
realizaron las siguientes pruebas para la detec-
cién y cuantificacion de proteinas monoclonales:
electroforesis de proteinas (Hydragel 7 p1-p2 y
Hydragel 7HR acid violet, Sebia) en suero y orina
e inmunofijacién (Hydragel 2 IF y Hydragel 2
Bence Jones, Sebia) en suero y orina utilizando

EMMIgGC BMMIgA OMMIgD OMMCLKYyA

Figura 1. Distribucion de la poblacién analizada. MM:
mieloma mdltiple; CL: cadenas ligeras.
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muestras congeladas de todos los pacientes
reclutados, ademas de determinaciones de cade-
nas ligeras libres en suero (Freelite®, The Binding
Site Group Ltd., Birmingham, Reino Unido).
El departamento de medicina proporcioné la
clasificacion diagnéstica final de esta cohorte y
todos los datos se generaron y analizaron en el
laboratorio de Patologia de la institucion. Este
estudio cont6 con el aval ético y cientifico del
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
de Perd.

RESULTADOS

Debido a que el objetivo de este estudio fue
evaluar y discernir un algoritmo de diagnéstico
simple y eficiente en pacientes con mieloma
mdltiple y otras discrasias de células plasmaticas,
para de esta manera utilizar la menor cantidad de
pruebas diagnésticas posibles, pero que ofrezcan
la mayor y mejor calidad informativa clinica, se
analizo6 la sensibilidad diagnéstica (capacidad
de proporcionar un resultado positivo en una
muestra de pacientes que efectivamente reportan
produccién de proteinas monoclonales) de cada
una de las pruebas descritas, asi como de las
distintas combinaciones de pruebas, para encon-
trar el esquema mas eficiente y el algoritmo mas
simple posible que ofrezcan la mayor deteccién
de muestras patoldgicas.

De los 92 pacientes diagnosticados con mielo-
ma mdltiple, la electroforesis de proteinas en
suero logr6 detectar 90 (98%) de ellos (Cuadro
1). La inclusién de la inmunofijacion en suero
no demostré incremento de la sensibilidad, se
detectaron los mismos 90 pacientes. Los métodos
electroforéticos realizados en muestras de orina
no mostraron buena sensibilidad. La electrofo-
resis de proteinas en orina y la inmunofijacién
fueron muy ineficientes, pues arrojaron resulta-
dos correctos tan s6lo en 39 (42%) pacientes de
los 92 analizados. La combinacion de las elec-
troforesis urinarias y séricas no mejoro el nivel
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de deteccién alcanzado por la electroforesis de
proteinas en suero y la inmunofijacién en suero,
analizadas por separado.

Ademds, la determinacion de las concentraciones
de cadenas ligeras libres en suero y, sobre todo,
la evaluaciéon de la relacién entre las concen-
traciones de cadena x y las concentraciones de
cadena A (relacion o cociente k/A, descrito como
biomarcador de mieloma y con demostrada ca-
pacidad de distinguir afecciones monoclonales
de enfermedades policlonales)*'” fue (til en la
deteccién de 81 de estos 92 pacientes (88%)
cuando se analizaron de manera aislada.

Al analizar de manera conjunta la sensi-
bilidad diagnéstica lograda por los tres
métodos en suero (electroforesis de proteinas
en suero+inmunofijacién en suero+cadenas li-
geras libres en suero), como lo recomiendan las
gufas internacionales,*'” se observé incremento
en la sensibilidad de deteccion, logrando diag-
nosticar correctamente al 100% de los pacientes
analizados (92).

El analisis de los pacientes segun la produccion
proteica que tuvieron mostré que la electrofo-
resis de proteinas en suero fue muy eficaz en la
deteccion de todos los pacientes con produccién
monoclonal de inmunoglobulina intacta (IgG,
IgA e IgD), detectando los 79 pacientes analiza-
dos. Para estos mismos casos, la determinacién
de cadenas ligeras libres en suero proporcion6
informacién de cocientes k/A alterados en 68
de los 79 pacientes con mieloma mdltiple de
inmunoglobulina intacta (86%). Este porcentaje
de deteccién esta dentro de lo esperado, porque
es conocido que existen pacientes con produc-
cién exclusiva de inmunoglobulina intacta, sin
produccién de cadena ligera libre asociada.??
Al analizar los casos de pacientes con mieloma
multiple de cadenas ligeras, cuya produccion
es exclusiva de cadena ligera monoclonal, la
electroforesis de proteinas en suero detect6 11
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Cuadro 1. Sensibilidad diagndstica de las distintas pruebas de tamizaje y sus combinaciones en la deteccién de la proteina
monoclonal producida por los pacientes con gammapatia monoclonal

Gammapatia
monoclonal

multiple
n=102 (%)

Electroforesis de proteinas en

100 (98) 90 (98)
suero
Inmunofijacién en suero 98 (96) 90 (98)
Elgctrofore5|s de proteinas en 41 (40) 39 (42)
orina
Inmunofijacién en orina 40 (39) 38 (41)
Ensayo de cadenas ligeras libres 87 (85) 81 (88)
en suero
Electrofore5|s de prf)telnas en 100 (98) 90 (98)
suero+inmunofijacién en suero
Electroforesis de proteinas
en suero+inmunofijacién en 100 (98) 90 (98)
suero+inmunofijacion en orina
Electroforesis de proteinas en
suero+ensayo de cadenas lige- 102 (100) 92 (100)
ras libres en suero
Electroforesis de proteinas en
s.uero+ensayode‘cadenas.!lge.r?s 102 (100) 92 (100)
libres en suero+inmunofijacién
en suero
Cinco pruebas 102 (100) 92 (100)

de los 12 pacientes estudiados (92%), mientras
que el ensayo de cadenas ligeras libres en sue-
ro identificé correctamente a los 12 pacientes
(100% de sensibilidad). Los casos més llamativos
y de mayor repercusion clinica fueron, sin duda,
los que implicaron a pacientes con mieloma
mdltiple no secretor; sin embargo, un porcentaje
de éstos fueron capaces de secretar proteina mo-
noclonal, cuya produccién puede ser detectada
gracias a la sensibilidad del ensayo de cadenas
ligeras libres.” En el caso de la cohorte analizada,
el ensayo de cadenas ligeras libres en suero fue la
Unica determinacion con sensibilidad suficiente
para detectar la produccion de proteina mono-
clonal del Gnico paciente con mieloma miltiple
no secretor analizado, que mostré sensibilidad
de 100%. De manera global para los pacientes

Mieloma

n=92 (%)

Mieloma Mieloma Mieloma | Plasmocitoma
miltiple | mdltiple de | miltiple no 10 (%)
Ig intacta | cadena ligera | secretor
n=79 (%) n=12 (%) 1 (%)
79 (100) 11 (92) 0 10 (100)
79 (100) 11 (92) 0 8 (80)
30 (38) 9 (75) 0 2 (20)
29 (37) 9 (75) 0 2 20)
68 (86) 12 (100) 1 (100) 6 (60)
79 (100) 11 (92) 0 10 (100)
79 (100) 11 (92) 0 10 (100)
79 (100) 12 (100) 1 (100) 10 (100)
79 (100) 12 (100) 1 (100) 10 (100)
79 (100) 12 (100) 1 (100) 10 (100)

con mieloma multiple, podemos afirmar que
en nuestra poblacién analizada, los ensayos en
suero fueron mds eficientes en detectar y cuan-
tificar las proteinas monoclonales producidas
por los pacientes. Para completar el andlisis se
incluyeron 10 pacientes con plasmocitoma, en
los que la electroforesis de proteinas en suero
fue suficientemente eficaz para la deteccién y
cuantificacion de su produccién proteica.

CONCLUSIONES

El uso racional de recursos nos permite optimizar
al maximo las posibilidades diagnésticas y buscar
siempre la mejor calidad posible de informacién
clinica que sea util en el tratamiento del pacien-
te. La correcta identificacion y cuantificacion
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de la produccién de proteinas monoclonales en
pacientes con mieloma multiple es definitiva en
el diagnostico inicial y en el seguimiento durante
el tratamiento. Utilizar las pruebas correctas, en
la combinacién adecuada, que permita la mayor
captacion posible de casos, nos asegura contar
con datos Utiles a tiempo para tomar decisiones
apropiadas, sin retrasar el inicio del tratamiento,
el cambio o modificacion del esquema de éste
o la combinacién de tratamientos que puedan
mejorar la evolucion de la enfermedad.

Por més de 150 afos la existencia de proteina de
Bence Jones en la orina ha sido el indicador clave
de la produccién de cadenas ligeras libres mono-
clonales; sin embargo, durante los Gltimos 15 anos
ha habido un cambio de paradigma, gracias a la
disponibilidad del inmunoensayo automatizado,
que cuantifica de manera independiente las cade-
nas ligeras libres kappa () y lambda () en el suero.

En nuestro estudio, la incorporacién del inmu-
noensayo de cadenas ligeras libres en suero al
algoritmo diagndstico de la institucién permitié
detectar dos pacientes adicionales, al comparar
los resultados con electroforesis de proteinas
en suero. Esta deteccion temprana y sensible
permite un mejor tratamiento de los pacientes al
anticipar la aparicién de complicaciones secun-
darias al mieloma mdltiple, fundamentalmente
afecciones del rinén. No se obtuvo informacion
adicional al incorporar las determinaciones en
orina, por lo que nuestros datos avalan lo ya
publicado en las guias internacionales, en las
que se insiste en la importancia de las determina-
ciones en suero, de mayor sensibilidad y menos
afectadas por el metabolismo renal. Estos datos
sugieren que el algoritmo diagndstico puede
simplificarse al seguir las recomendaciones
del Grupo de Trabajo Internacional del Mielo-
ma,*'” en las que la sugerencia corresponde a la
utilizacion de la electroforesis de proteinas en
suero junto a cadenas ligeras libres y tener a la
inmunofijaciéon como prueba reflejo.
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La incorporacion del ensayo de cadenas ligeras
libres en suero al algoritmo diagndstico para detec-
tar alteraciones de células plasmaticas ha llevado
a este cambio de paradigma en el entendimiento
de estas enfermedades. Ademas, ha tenido aten-
cion particular acerca de la utilidad del analisis de
las cadenas ligeras libres en suero en amiloidosis
primaria, mieloma mdltiple de cadenas ligeras
y mieloma miltiple no secretor y recientemente
para la identificacion rapida del rinén del mielo-
ma como causa de insuficiencia renal aguda sin
causa aparente.”> A medida que se entiende mas
al mieloma mdltiple como enfermedad multiclonal
se necesitan ensayos que puedan acompanar estos
cambios y modificaciones, por lo que es légico
que las pruebas basadas en inmunoensayos en
suero, como el ensayo de cadenas ligeras libres en
suero, sean cada vez mas Utiles en este propdsito,
al otorgar mas y mejor informacion.
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