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Resumen

Desde el aino 2009, el International Myeloma Working Group (IMWG) recomienda el
uso del ensayo cuantitativo de cadenas livianas libres en suero (CLLs) para el
diagnéstico y monitoreo de la terapia en pacientes con Gammapatias
Monoclonales (GM). En el afo 2017, la Sociedad Argentina de Hematologia
incorporé esta determinacién al algoritmo diagnéstico de las GM. Debido a esto,
decidimos evaluar la utilidad de este ensayo para su incorporacién al algoritmo
diagndstico de GM del Sector de Proteinas e Inmunologia del Hospital Provincial
Neuquén. Se realizd un estudio prospectivo en muestras de 29 pacientes con
sospecha de Discrasias de Células Plasmaticas (DCP). El uso de CLLs permitié
mejorar la sensibilidad diagnéstica en pacientes con DCP, atendidos en el Hospital
Provincial Neuquén. De este modo fue posible la deteccion de un paciente con
Mieloma Multiple Oligosecretor, en cuya muestra no se observé banda monoclonal
en la Electroforesis Capilar sérica ni el componente monoclonal (CM) por
Inmunofijacién en suero.

Palabras clave: Cadenas livianas libres; Mieloma Multiple; Gammapatias
monoclonales; Componente Monoclonal; Discrasias de células plasmaticas, IMWG.

Abstract

Since 2009, the International Myeloma Working Group (IMWG) has recommended
the use of quantitative serum free light chain assay (sFLC) for screening and
reponse assesment in patients with monoclonal gammaphaties (MG). In the year
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2017, The Argentine Society of Hematology incorporates this assay in the screening
algorithm of MG. Due to this, the protein and immunology laboratory area in
Hospital Provincial Neuquen , decided to perform an evaluation of the utility of this
assay to incorporate it in our screening algorithm through a prospective study of 29
patients with Plasmatic Cell Disorders (PCD) suspicion. The use of sFLC improved
the diagnostic sensitivity of patients with PCD at Hospital Provincial Neuquen
This, allowed the detection of a patient with Oligosecretory Myeloma without
monoclonal component (MC) in Serum Electrophoresis and Inmunofixation.

Keywords: Free Light Chain assay; Multiple Myeloma, Monoclonal Gammaphaties,
Plasmatic cell disorders; Monoclonal component; IMWG.

Introduccion

Las Discrasias de Células Plasmaticas (DCP) son un grupo de desdrdenes
hematoldgicos que incluyen un amplio espectro evolutivo iniciando con una fase
premaligna, denominada “gammapatia monoclonal de significado incierto” (MGUS
o GMSI), caracterizada por la aparicion de una poblacién clonal de células
plasmaticas (CP) con secrecién de una gammaglobulina clonal, que puede
evolucionar posteriormente a una fase denominada “mieloma multiple indolente o
asintomatico (MMA)” y finalmente al “mieloma mudiltiple sintomatico” (MM)'. En la
tabla 1 se describe la clasificacion y los criterios diagndsticos de las distintas GM?,

Tabla 1. Clasificacion de las Gammapatias Monoclonales y criterios
diagnésticos

Entidad Definicion

Componente monoclonal (no IgM) < 3g/dl.

Infiltraciéon plasmocitaria en MO < 10%.

GMSI No IgM
Ausencia de anemia, hipercalcemia, insuficiencia renal, lesiones 6seas o
amiloidosis atribuibles a discrasia de células plasmaticas.
Componente monoclonal IgM < 3g/dl.
Infiltracién plasmocitaria en MO < 10%.
GMSI IigM

Ausencia de anemia, sintomas constitucionales, hiperviscosidad,
linfadenopatias, hepatoesplenomegalia u otro dafio de 6rgano blanco
atribuibles a sindrome linfoproliferativo subyacente.
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Relaciéon anormal de las CLL k/A.
Aumento de la concentracion de la CL involucrada.

Ausencia de Banda Monoclonal (Ig) por inmunofijacion.

Se deben cumplir los 2 criterios:

« Componente monoclonal (IgA o IgG) > 3 g/dl o componente monoclonal
urinario > 500 mg/24hs y/o infiltracién plasmocitaria en MO 10%-60%.

« Ausencia de eventos definidores de mieloma.

Componente monoclonal (IgA o IgG) > 3 g/dl o componente monoclonal
urinario > 500 mg/24hs.

Infiltraciéon plasmocitaria en MO > 10% o biopsia que pruebe plasmocitoma
6seo o extramedular; y uno o mas de los siguientes eventos definidores de
mieloma:

1. Daio de 6rgano blanco atribuible a discrasia de células plasmaticas:

« Hipercalcemia: calcio sérico > 0.25 mmol/L (> 1 mg/dl) por encima el valor
maximo o > 2.75 mmol/L (> 11 mg/dl).

« Insuficiencia renal: depuracién de creatinina < 40 ml/min o creatinina sérica
> 177 mmol/L (> 2 mg/dl).

« Anemia: hemoglobina < 2 gr/dl por debajo del rango normal o hemoglobina
menor a 10 gr/dl.

« Lesiones 6seas: una o mas lesiones osteoliticas por radiografia, TC o PET/TC o
RMN.

2. Biomarcadores de malignidad:
« infiltracion plasmocitaria en MO > 60%
« relacién entre CLL involucrada y la no involucrada > 100

« > 1 lesidon focal en RMN (cada lesion debe tener 5 mm o mas)

GMSI= gammapatia monoclonal de significado indeterminado. MO= médula 6sea. MM= mieloma multiple. MMII= mieloma
mudiltiple inmunoglobulina intacta. CLL= cadenas livianas libres. RMN= resonancia nuclear magnética. TC= tomografia
computada. PET/TC= tomografia por emision de positrones.
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El MM corresponde al 2% de las neoplasias y al 13% de las hemopatias malignas. De
este 2%, los Mielomas Multiples a Cadena Liviana Libre y los Mielomas
Oligosecretores/No Secretores, en los cuales sélo se observard la presencia de CLLs,
constituyen un 15-20% y un 1-2% respectivamente. La incidencia aumenta
progresivamente con la edad, alcanzando un pico entre los 50 y 70 aiios, siendo rara su
presentacién antes de los 35 aios. Es una enfermedad heterogénea, ya que algunos
pacientes fallecen a las pocas semanas del diagndstico, mientras otros viven mas de
diez anos.

El algoritmo diagndstico y de monitoreo del tratamiento para las DCP, incluye una
serie de ensayos que se realizan tanto en suero como en orina de 24 horas®. Dichos
ensayos son: Proteinograma electroforético en suero (EPS), Inmunofijacién en suero
(IFE), Cuantificacién de Cadenas livianas libres en suero (CLLs), Uroproteinograma
(UPro) e Inmunofijacion urinaria (Bence Jones). Se considera el Gold Standard* para la
bisqueda de GM a la Inmunofijacién (IF), util para la tipificacion del CM; el EPS
realizado en gel de agarosa o por electroforesis capilar (EC), permite observar dicho
CM. La sensibilidad diagnostica de estos ensayos fue mejorada del 95%° al 100% con
la incorporacién al algoritmo de la determinaciéon de las CLLs. El ensayo de CLLs
permite la cuantificacion sérica tanto de las cadenas Kappa como Lambda libres, a
partir de la cual se puede establecer una relaciéon Kappa/Lambda, que en el caso de los
pacientes con DCP se encuentra alterada, definiendo asi la

clonalidad del CM®. En un estudio realizado por Katzmann y col., se demostré que se
puede mantener una sensibilidad diagnéstica del 99,5%, realizando un diagndstico
rapido en suero, sin necesidad de realizar la determinacién del CM en orina.

El ensayo para la busqueda de CLLs es una de las pruebas diagnésticas de mas
reciente aparicién en el pais y ha sido recomendado su uso en los pacientes con un
diagndstico reciente de DCP®. La medicién de las CLLs es muy importante en pacientes
con mieloma multiple no secretor (ej: con IF negativa en suero y orina), en pacientes
que secretan pequefas cantidades de proteinas monoclonales en suero y en orina
(mieloma oligosecretor) y en el mieloma a cadenas livianas®. Su uso no solo se limita a
las patologias mencionadas, sino que se puede utilizar en todas las gammapatias
monoclonales (GM).

Mediante la incorporacién de la determinacién de CLLs se llega a un diagnéstico mas
completo y rdpido de estas patologias, sobre todo en las que su cuantificacién es de
importancia clinica para el diagnéstico.

El Objetivo General es evaluar la utilidad de la prueba de CLLs en el diagndstico de los
pacientes con sospecha de DCP y su consiguiente incorporaciéon en el algoritmo
diagnéstico del sector de Proteinas e Inmunologia del Laboratorio del Hospital
Provincial Neuquén.

Pacientes y métodos

Se analizaron 35 pacientes con sospecha clinica de DCP desde septiembre de 2017 a
julio de 2018. Se incluyeron en este estudio, los pacientes con criterios diagndsticos

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) | 4




Universidad
Nacional
de Cordoba

og z v i Eieecrrliitg';aTgcenologia FCQ MY
Bitacoradigital Facultad de \

Ciencias Quimicas

asociados a GM; de los 35 pacientes, 6 fueron eliminados del protocolo ya que se
trataban de Sindromes Linfoproliferativos o Amiloidosis.

Se utiliz6 el algoritmo diagnéstico de EC en suero, Electroforesis en gel de agarosa de
orina de 24 hs, IF tanto en suero y orina y la cuantificaciéon de CLLs para cada uno de
los pacientes analizados. A todos se les cuantificé la concentracién de CLLs kappa y
CLLs lambda.

La EC se realiz6 en MiniCap (Sebia, Fr), la Electroforesis en gel de agarosa de orina de
24 hs y la Inmunofijacién (IF) tanto en suero y orina se realizaron en Hydrasys (Sebia,
Fr). El test de medicidon de CLLs (Freelite®, The Binding Site Ltd, Birmingham, RU) es un
ensayo que utiliza como reactivos anticuerpos policlonales que reaccionan solo con
epitopes de las cadenas livianas que estan expuestos cuando las cadenas livianas no
estdn asociadas a las cadenas pesadas. Estos anticuerpos reconocen a las estructura
monomeéricas de la cadena liviana K y a las estructuras diméricas de la cadena liviana A
sin reactividad cruzada k/A. El ensayo permite la cuantificacién por separado de las
KCLLs y ACLLs con alta sensibilidad, ya que detecta valores inferiores a 1 mg/L

de cadena ligera. Es una técnica inmunoturbidimétrica que se puede adaptar a
autoanalizadores, en este caso el SPA plus y ademas, presenta la ventaja de utilizar
suero como muestra de andlisis, evitando la variabilidad observada en los resultados
obtenidos en muestras de orina de 24 hs que requieren de una correcta recoleccion
por parte del paciente. Las limitaciones de este test consisten en la variabilidad entre
lote a lote (con coeficientes de variacion de 19-20%) y en situaciones de alta
concentracion de antigeno se requieren diluciones manuales para evitar falsos
negativos. En todos los pacientes se informo las kCLLs y ACLLs, ademds de su Relacién
k/\. Katzmann et al'® establecié los valores de referencia para kCLLs (3.3-19.4 mg/L) y
ACLLs (5.7-26.3 mg/L) y el rango diagndstico para la Relacion k/A (0.26-1.65). Hutchison
y col." establecio el rango diagnéstico en pacientes con Insuficiencia renal obteniendo
la Relacién /A (0.37-3.1), ya que la relaciéon esta alterada debido a la filtracién
glomerular disminuida. La produccién policlonal de CLLs pueden incrementarse
considerablemente durante inflamacién o infeccién, resultando en un incremento de
ambas CLLs pero manteniendo la Relacién k/A dentro de los rangos normales. En
contraste, las DCP producen un CM KCLL o ACLL con la supresién de la CLL no
involucrada, alterando la relacion k/A\".

Resultados

De los 29 pacientes analizados, 11 fueron diagnosticados durante la realizacién de este
estudio y 18 presentaban diagnésticos recientes. El 62.1% de los pacientes fueron
diagnosticados con Mieloma Mdltiple a inmunoglobulina intacta (MMII) (Fig.1).
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Figura 1. Distribucion de las DCP encontradas en los pacientes
analizados.

MMII: Mieloma Mdltiple Inmunoglobulina Intacta.
MMCL: Mieloma Muiltiple a Cadena Liviana.
GMSI: Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto.

Todos los datos recopilados en este estudio, referidos al diagnéstico y ensayos

realizados en las muestras

de cada paciente fueron detallados en la Tabla 2.

Tabla 2. Datos recopilados de los pacientes segun algoritmo diagnéstico

Paciente CLLs Freelite
Eda | Sex | Diagnost Relacién | Orina
N d o ico EC IF K(mg/L) | A(mg/L) K/ 24 hs
Banda
homogé laM
1| 62 M GMSI neaen 9 15.14 14.0 1.08 No
Kappa
Gamma
tenue
MM Patente Negativo
2| 63 M | oligosecr | Oligoclon g* 459.12 9.05 50.73 BJ(+)
etor al
Banda
Homogé IgG
3| 58 M MMII 7.77 8.09 0.96 No
neaen Kappa
Beta2
Banda
Homogé IgG
4| 54 F GMSI 3942 2441 1.61 No
neaen Kappa
Gamma
Banda
5/ 56 | M | mmi | Homoge | 1dG 2385 5.54 4305 | BJ()
neaen Kappa
Gamma
Banda
Homogé IgM
6| 73 M MMII 100.04 27.23 3.67 No
neaen Kappa
Gamma
7/ 56 | M MMII Banda IgG 777 8.09 0.96 No
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Homogé Kappa
neaen
Gamma

Banda
Homogé IgA
neaen Lambda
Gamma

8| 59 M GMSI 29.91 21.01 1.42 BJ (+)

Banda
Homogé IgA
neaen Kappa
Gamma

Banda
72 | M | mmcL | Homoge

0 neaen
Gamma

9| 65 M MMl 33.74 12.21 2.76 No

—_

Kappa 91.95 11.51 7.99 BJ ()

Banda
1 6 M GMS Homogé I9G
1 neaen Kappa

Gamma

57.96 6.11 9.49 No

MMII: Mieloma Miltiple de Inmunoglobulina Intacta, GMSI: Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto., MMCL: Mieloma Mdltiple
a Cadenas Livianas, BJ(+): Proteinuria de Bence Jones Positiva. BJ (-): Proteinuria de Bence Jones negativa; M: Masculino, F: Femenino.
*Se realizo InmunoFijacion por las caracteristicas clinicas del paciente ante la alta sospecha de GM.

De los 11 pacientes diagnosticados durante el estudio, s6lo 4 trajeron la muestra de
orina de 24 hs solicitada por el médico. Demostrando de esta manera lo que sugiere
Katzmann y col ® sobre la dificultad de realizar el analisis en muestras de orinas
recolectadas cumplimentando las indicaciones médicas.

Los resultados obtenidos a partir de la determinacién de CLLs, mostraron que 3 de los
4 pacientes con GMSI, tenian una relacién k/A dentro del rango normal, al igual que 2

pacientes con MM IgG kappa. El resto presentdé una relaciéon k/A alterada segun el
componente monoclonal involucrado.

Por otro lado se realizé un analisis aplicando el algoritmo diagnéstico del sector,
EC+IFEs, y se observd que sélo en 6 de los 7 pacientes con MM y en 3 de los 4
pacientes con GMSI, se detecté el CM con una sensibilidad diagnéstica de 86% y 75%,
respectivamente. Para MMCL, la sensibilidad diagnéstica disminuyé al 50%. Los
resultados obtenidos con el algoritmo del sector fueron comparados con el algoritmo
aplicado en este estudio en la Tabla 3, a partir de la cual se puede observar el gran
aporte que presenta la determinacién de CLLS al diagnéstico de DCP.

Al incorporar la prueba de CLLs en el protocolo, un paciente pudo ser diagnosticado
con Mieloma oligosecretor, mediante la técnica de EC se observé una banda
oligoclonal en la fraccién Gamma pero debido a las sospechas clinicas, se le realizé la
prueba de CLLS, observandose una relacion k/A alterada. De esta forma, la sensibilidad
diagnéstica para MMCL aumento del 50% usando EC+IFEs al 100% usando

Bitacora digital / Facultad de Ciencias Quimicas (UNC) | 7



FCQ

Facultad de
Ciencias Quimicas

S taria d . .
. ® secretariade @ s
Bitacoradigital Necional

EC+IFEs+CLLs y en el caso de MM aumento del 86% al 100%. Para los MMII, no se

observaron cambios (Tabla 3).

Tabla 3. Sensibilidad diagnéstica para la deteccion de DCP en los sueros de los pacientes

N EC IFEs CLLs EC+IFEs | EC+IFEs+CLLs
GMSI 4 3 (75%) 4 (100%) 1 (25%) 3 (75%) 4 (100%)
MM 7 6 (86%) 6 (86%) 7 (100%) 6 (86%) 7 (100%)
MMII 5 5(100%) 5(100%) 5 (100%) 5(100%) 5 (100%)
MMCL 2 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) 1 (50%) 2 (100%)
Conclusion

Debido al creciente aumento de pacientes con DCP que se ha observado en los
ultimos tiempos, sobre todo pacientes con diagndstico de MM a cadenas livianas y
algunos con MM oligosecretores, es de gran importancia disminuir el tiempo que
transcurre hasta el diagnéstico definitivo, ya que el riesgo de complicaciones
asociadas al dafo orgdnico aumenta a medida que pasa el tiempo, principalmente la
aparicion de lesiones renales y éseas.

La combinacién de las pruebas diagnésticas EC+IFEs+CLLs, es el panel de screening
mas simple y eficiente para la identificacién de DCP, como lo sugieren las guias
nacionales e internacionales. En nuestra experiencia, el ensayo de CLLs permitié
mejorar la sensibilidad diagnostica del algoritmo de estudio de GM del Sector de
Proteinas e Inmunologia, con las ventajas de incorporar una técnica cuantitativa, de
rapida resolucién lo cual permite obtener un resultado que puede ser clave para el
comienzo del tratamiento del paciente; haciendo de este una herramienta invaluable
para el diagndstico de los pacientes con estas patologias.
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