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Resumen: Actualmente, algunas de las neoplasias hematoldgicas, entre ellas, las gammapatias
monoclonales (GM) son incurables a pesar de los avances en las terapias oncoldgicas. Los
estudios de GM en Ecuador son escasos; en las Ultimas estadisticas, se muestra que el mieloma
multiple (MM) se encuentra entre los primeros 20 tumores en el pafs. Las pruebas de diagnostico
mas utilizadas son electroforesis y cadenas ligeras. Con el objetivo de caracterizar los resultados
en suero de electroforesis de proteinas (ELP), inmunotipificacion (IT) y cuantificacion de cadenas
ligeras libres en sangre (CLL) de pacientes con GM en Portoviejo, Manabi, Ecuador, se realizd
un estudio observacional, descriptivo y retrospectivo que incluyd 237 ELP, 42 T y 58 CLL,
provenientes de pacientes atendidos en Servicios de Hematologia de la region desde enero a
julio 2019. Se utilizaron las técnicas de Sebia ELP e Ty para CLL la de Seralite. El 14% de las ELP
fueron GM, 70% de género masculino con un promedio de 64 afios. Mas de la mitad de las GM
tenian diagnostico de MM, de los cuales 15% eran menores de 40 afos. EL 69% de las IT fueron
positivas y predominé el isotipo 1gG kappa (k). El 91% de las CLL presentaron patoldgica la
relacion k/A. La IT no mostrdé utilidad diagnostica en los casos de MM no secretor u oligosecretor.
Los resultados de CLL fueron significativamente mayores a las reportados por la técnica de
cadenas ligeras totales, por lo que esta prueba aumento la posibilidad de deteccién de MM en
todas sus variantes.

Palabras claves: gammapatia monoclonal, componente monoclonal, electroforesis de proteina,
inmunotipificacion, cadenas ligeras libres.

Abstract.- Despite advances in oncological therapies, certain hematological neoplasms, among
them monoclonal gammopathies (MG), are at present incurable. Studies of MG in Ecuador
are scarce; the latest statistics show that multiple myeloma (MM) is among the top 20 most
frequent types of tumors in the country. To characterize the results of immunotyping (IT) and
quantification of free light chains in the blood (FLC) of patients with MG in Portoviejo, Manabf
Ecuador, an observational, descriptive, longitudinal and retrospective study was carried out that
included 237 protein electrophoresis (PEL), 42 IT and 58 FLC, from patients seen at the regional
hematology services from January to July 2019. The techniques were used Sebia ELP and IT and
for CLL, Seralite. Of the GM studied, 14% were GM; 70% male with an average age of 64 years and
a range of 31-87 years. More than half of the GM had a diagnosis of Multiple Myeloma (MM), of
which 15 % were under 40 years of age. For IT, 69% were positive and the IgG kappa (k) isotype
predominated. IT did not show diagnostic utility in non-secretory or oligosecretory MM cases. A
total of 91% of the FLC presented pathological results of a k/A relationship. The FLC results were
significantly higher than those reported by the technique traditionally used in the total light
chain region, meaning that the test increased the possibility of MM detection of in all its variants.

Keywords: monoclonal gammopathy, monoclonal component, protein electrophoresis,
immunotyping, free light chains
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Introduccion

Las gammapatias monoclonales (GM) son un grupo de trastornos caracterizados por la
proliferacién de un clon de células plasmaéticas, proveniente de los linfocitos B que, generalmente,
producen en exceso, y de manera descontrolada, inmunoglobulinas idénticas, subunidades o
fragmentos idénticos entre si; se las denomina componente/proteina monoclonal o proteina M
(CM) (Laribi et al. 2018; Murata et al. 2019).

Por lo general, una GM puede corresponder a inmunoglobulina intacta secretada en exceso,
un exceso exclusivo de cadenas ligeras producidas sin una cadena pesada asociada, o0 ambas.
(Marco 2014; Caravaca-Fontéan et al. 2017; Delgado 2019). Las GM méas mencionadas incluyen:
GM de Significado Incierto (GMSI), Mieloma Multiple (MM) y sus variantes (Morrison et al. 2019)
y Amiloidosis primaria (Murata et al. 2019; Seth et al. 2020). Cualquiera que sea el caso, la
evaluacion del CM es considerada el marcador tumoral por excelencia; por lo que su estudio
es fundamental para el diagnostico certero, prondstico y sequimiento de la enfermedad (Marco
2014; Caravaca-Fontéan et al. 2017; Delgado 2019).

Actualmente, algunas de las neoplasias hematoldgicas, entre ellas, las GM son incurables a
pesar de los avances en las terapias oncologicas. Una de las descritas con mayor frecuencia
es el MM que, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), representa el 1% de todas las
neoplasias y alrededor del 10-15% de las neoplasias hematoldgicas. Es una enfermedad maligna
y multisistémica, que se ha descrito con mas frecuencia en la poblacién afrodescendiente y, en
la cual, la presencia del CM se puede identificar por diversas técnicas de laboratorio clinico tanto
en sangre como en orina (Rincén 2016).

En América Latina, resaltan las investigaciones epidemiolédgicas procedentes de paises como
Argentina, Brasil, Chile y México, las cuales han documentado informacién clinica y genética
del MM (Montesdeoca Narvéez 2015). Los estudios del MM en Ecuador son escasos y se debe
estudiar su comportamiento por varias causas, incluyendo que la poblacién ecuatoriana es
una mezcla compleja entre nativos americanos, europeos y africanos. En un estudio genético
de 61 pacientes con MM, realizado por Leone et al. (2017), los cuales fueron comparados con
un control saludable, se menciond que en la ascendencia genética de individuos mestizos
ecuatorianos con MM, la ascendencia africana no influyé en el desarrollo de este céncer. Se
planted, ademas, que los casos con mayor porcentaje de ascendencia nativa americana tuvieron
mas riesgo de desarrollar el MM. El grupo étnico mestizo, con todos sus componentes, nativo
americano, europeo Yy africano, tuvo su propio comportamiento con respecto al MM. Esto
explicarfa las diferencias en los datos clinicos en relacién con otras poblaciones y hace que la
poblacién ecuatoriana tenga sus particularidades genéticas que la diferencian de las de otras
regiones del mundo para este tipo de cancer.

El Registro Nacional de Tumores (RNT) de la Sociedad de Lucha contra el Cancer (SOLCA) en
Ecuador, en las estadisticas publicadas en el afo 2019, mostréd que el MM se encuentra entre
los primeros 20 tumores en el pais, registrando un 55% de casos en hombres, un 45 % de casos
en mujeres (Cueva et al. 2019). En el RNT de 2013 se indicé que el 14% de los casos con MM
tenian relacion con el curtido de cuero y agricultura y que, en rasgos generales, desde 1986 han
aumentado el nimero de casos de MM en el pafs.

Basados en el hecho de que era dificil el diagnostico preventivo y la enfermedad era detectada
en estadios en los cuales habfa compromiso sistémico, en 1975 se desarrollé el sistema de
estratificacion del MM de Durie-Salmon, el cual une los principales pardmetros clinicos en
correlacion con la masa de células de mieloma cuantificados y con énfasis en los rangos clinicos
de cada paciente de manera individual. En 2009, el Grupo Internacional de Trabajo en Mieloma
(IMWG, del inglés International Myeloma Working Group) establecid las primeras normas
publicadas para el diagndstico del MM mediante criterios diferidos. Desde entonces, el IMGW
publica las directrices para el andlisis en el diagndstico y seguimiento del MM, ademds de las
pruebas de laboratorio tradicionales; mismas que, conjunto a las técnicas de imagen, ayudan a
clasificar mejor las opciones de tratamiento, evaluar la extension de la enfermedad y estadificar
el MM (Alvarado-lbarra et al. 2015).



Los criterios actualizados representan un cambio de paradigma ya que permiten el diagnostico
temprano y la iniciacién de la terapia antes del dafo al érgano terminal. Cuando se sospecha
clinicamente de MM en los pacientes, se debe analizar la presencia de CM utilizando una
combinacion de pruebas que deben incluir una electroforesis de proteina en suero (ELP),
inmunofijaciény el ensayo de cadenas ligeraslibres en suero (CLL) (Rajkumar 2018). Paralelamente
al desarrollo de la ELP capilar, también ha ido avanzando un método alternativo para identificar
el CM: la llamada electroforesis de inmunotipificacion por sustraccion, también conocida por su
término en inglés inmunotyping (IT). Esta técnica ha sido estandarizada desde 2008 y separa
proteinas de suero tras una breve incubacién del suero en la presencia de antisuero para
cada una de las cadenas pesadas y ligeras, elimina los inmunocomplejos formados y permite
la deteccion cualitativa de inmunoglobulinas monoclonales en funcién de su ausencia, en
comparacion con la electroforesis de proteinas séricas realizada sin antisueros. Asimismo, resulta
de gran utilidad para la identificaciéon de CM, pues, utiliza menor cantidad de muestra con un
alto grado de resolucion (McCudden et al. 2008) y tiene una sensibilidad muy aceptable; ademas,
no utiliza colorantes, lo cual lo hace mas inocua para el medio ambiente.,

En este trabajo se estudiaron pacientes con GM diagnosticadas clinicamente y con detecciéon
electroforética del CM en ELP sérica, asi como su confirmacion mediante ITy CLL. Todo ello, para
caracterizar los resultados de estas pruebas en el diagnostico de los pacientes con GM en esta
region y, de esta forma, concienciar al personal de salud de la necesidad de utilizarlas de forma
rutinaria siempre que exista la sospecha diagnoéstica de esta enfermedad.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y retrospectivo desde enero a julio de 2019 con
resultados electroforéticos del Laboratorio Clinico Gamma de Portoviejo. Se verificaron 237 ELP
patoldgicas, 42 IT, 58 CLL y 58 cadenas ligeras totales (CLT) en pacientes a los que se les indicaron
estas pruebas y en los que constaba el diagnéstico clinico del tipo de GM que presentaban. Para
ello, se revisaron las historias clinicas de estos pacientes que fueron atendidos en el Servicio de
Hematologia del Hospital Oncoldgico “Dr. Julio Villacreses Colmont” (SOLCA) de la ciudad de
Portoviegjo.

Las IT y las ELP fueron resultados obtenidos con equipo Minicap Flex Piercing de Sebia. Para
la cuantificacion de CLL k y A se usé el dispositivo de flujo lateral inmunocromatogréfico de
SERALITE® y para su interpretacion se empled el lector ADxLR5® Reader System de Abingdon. Se
revisaron en las historias resultados para beta2 microglobulina, hemoglobina, creatinina y calcio.
El procesamiento de los datos se realizd con el apoyo del programa SPSS (version 23).

Se realizé la prueba de Wilcoxon para la comparacion de los valores de relaciéon k/A, en funcion de
la prueba de laboratorio empleada (CLLy CLT), en los casos en los cuales ambos métodos fueron
realizados a los mismos pacientes. Se empled la prueba Mc Nemar para establecer si existian
diferencias entre los resultados por las pruebas. En todos los casos, se considerd significativo un
valor de p<0,05.

El trabajo contd con la aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad Técnica de Manabi, mismo que cuenta con los principios referentes al coédigo
de ética de acuerdo con la declaracién de Helsinki. Toda la informacion de los pacientes conto
con los principios de confidencialidad que rigen la investigacién cientifica.

Resultados

En el periodo estudiado, del total de ELP realizadas, 81% de los casos fueron patologicos y 19%
supuestamente normales. Segun la interpretacion del laboratorio clinico, al momento de analizar
las alteraciones cualitativas en el proteinograma, se reporté que 29% de los casos cursé con
patréon inflamatorio crénico, 12% con patréon inflamatorio agudo, 12% con presencia de patron
anormal (disminucién o aumento aislado de algunas de las fracciones no gammaglobulinas),
10% con hipergammaglobulinemia o gammapatia policlonal, 3% con hipogammaglobulinemia,
1% en el cual el puente beta-gamma fue clasificatorio para un patrén de enfermedad hepética,
y 14% presento un patron electroforético de GM.

Inmunotipificacion y cuantificacién de cadenas ligeras libres en gammapatias
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Del total de GM, 17% presentd un patrén biclonal en la region gamma, lo cual correspondio al
3% del total de las ELP patoldgicas. 70% del total de las GM correspondio al género masculino
y 30% al femenino. En cuanto a la edad, el promedio fue 64,5 afos; el paciente con mayor edad
fue de 87 afos y el menor, de 31 afos. El grupo etario con mayor nimero de GM correspondié a
los mayores de 60 afos, sequido del grupo que comprendié las edades entre 31-40 afios, luego
los de 51-60 afos y, por ultimo, el grupo de 41-50 afos.

El 53% de todas las GM detectadas se correspondid con el diagnostico clinico de MM con
caracteristicas clasicas, 12% fueron MM no secretor (MMNS), 14% fueron linfomas (cuatro no
Hodgkin, dos de ellos difuso y un caso de Hodgkin), 12% correspondieron a un Sindrome
mielodisplasico; 6% tenian diagndstico de Plasmocitoma solitario, 3% GMSI y 3% Leucemia
linfoide crénica.

En cuanto a las IT, del total de GM detectadas, 69% dieron positivas, es decir, se tipificé CM. Una
Unica protefna monoclonal se observé en el 72% de la IT positivas (figuras 1By 2A), 21% fueron
GM biclonales (figura 2B) y 7% componentes oligoclonales (figura 2C). Dentro de los CM Unicos,
el 67% fue IgG k, 19% IgG A, 5% IgM k (figura 3A) y 9% se presento en forma de cadena ligera de
tipo A (figura 3B). En el caso de los 6 pacientes con biclonalidad, en dos pacientes los dos CM
fueron IgG k, en dos se observo un CM IgG k y en uno IgM k, en un paciente cadenas pesadas
y ligeras eran diferentes (IgG k + IgA A) y hubo un paciente con dos cadenas ligeras de tipo k.

La cuantificacion de las inmunoglobulinas, por método nefelométrico, se relaciond con el tipo
de CM identificado en los pacientes con MM. En el 61% de los CM de tipo IgG, y el 67% de
tipo IgM, se presentaron concentraciones de la inmunoglobulina implicada por encima de los
rangos de referencia. Sin embargo, al analizar la inmunoglobulina implicada como CM, junto
al descenso de las otras inmunoglobulinas, se observd que solo en el 33% de los isotipos IgG
existié disminucion de la concentracion de alguna de las otras dos IgA o IgM, ya sea en ambas
o en, al menos, alguna de ellas.

Del total de las CLL realizadas, el 91% de los resultados de pacientes diagnosticados con
GM presentd resultados mayores a los valores de referencia en x, A 0 ambas. Para el resto, se
reportaron valores dentro del rango de referencia. Al comparar los resultados de los valores del
radio k/A, por la técnica de CLL que utiliza un suero policlonal especifico para detectar epitopes
de las cadenas ligeras libres k y A con los resultados obtenidos a partir del ensayo de CLT que
cuantifica cadenas k y A unidas las inmunoglobulinas intactas, se observé que los resultados
del radio k/A por la técnica CLL fueron significativamente mayores (p=0,021; p<0,05) a los
reportados por la prueba CLT.

Ademas, en los resultados encontrados de los pacientes con GM, se observé que el 59% presentd
valores de beta2 microglobulina mayores al rango de referencia y, en estos pacientes, también
se presentaron valores elevados de las CLL. Es de destacar que, en las historias clinicas de los
pacientes con MM, se observé que solamente un bajo porcentaje de ellos presentaron anemia
(hombres 319%, mujeres 12%), creatinina sérica elevada (hombres 15% y mujeres 12%) y ninguno
de ellos presento hipercalcemia.

Discusion

La inmunofijacion en suero o su variante la IT consiste en la detecciéon, mediante electroforesis
y uso de anticuerpos, de proteinas monoclonales o CM. La IT esta indicada en los pacientes
que presentan un pico en las regiones beta 0 gamma de las ELP y que tienen sospecha de
GM, especialmente, en el MM. De igual manerg, si no es evidente la banda o pico monoclonal
en la ELP, pero hay sospecha clinica de este tipo de neoplasia, estd indicado la IT, ya que al
poseer mayor sensibilidad y uso de anticuerpos especificos ayuda a identificar el CM. En la
literatura se plantea que en el 93% de los casos de pacientes con MM se detecta una proteina
M en la inmunofijacion vy la cifra aumenta a 97% si se complementa con IF en orina. Por ello,
se recomienda que la busqueda del CM se realice tanto en suero como en orina. Aungue no
cuantifica el componente monotipico, se emplea para el seguimiento y evaluacion de respuesta
al tratamiento de pacientes con estas neoplasias.
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Figura 1. A: Inmunotipificacion negativa; B: Inmunotipificacion positiva para componente monoclonal IgG K.

Las IT fueron realizadas con la técnica Minicap Inmunotyping, basada en el principio de la
electroforesis capilar en solucién libre. En esta técnica, las proteinas son separadas y detectadas
directamente durante la migracion mediante absorbancia UV. Las inmunoglobulinas reaccionan
especificamente con su antisuero correspondiente. Al resultado final del andlisis, sobre cada perfil
del antisuero (IgG, IgA, IgM, kK y N), se superpone la curva de la ELP. La desaparicién o sustraccion
en el perfil tratado con el antisuero en la fraccion gamma o beta-gamma indica la presencia
de una proteina monoclonal que, como se observa en la figura 1, muestra una IT negativa (A)
donde no hay ninguna sustraccién en los perfiles; en el otro (B), se muestra un resultado positivo
donde es evidente la sustraccion en los perfiles IgG y k, es decir, la IT es positiva para CM de
tipo IgG k. Mediante la prueba de IT se pueden detectar concentraciones de CM de 150 mg/L
a 500 mg/L, pero no resulta de utilidad en el diagndstico de MMNS, el cual se caracteriza por
un patron electroforético normal y una produccion constante de concentraciones de cadenas
livianas menores al limite de deteccién del tipo de prueba (Vazquez y Palma 2015).

Las gammapatias biclonales, por lo general, estdn relacionadas a discrasias de células
plasmaéticas; aunque, también, se pueden encontrar asociadas a otras neoplasias hematoldgicas,
especialmente las linfoides de estirpe B, a enfermedades de tipo autoinmune o a crioglobulinemia
(Garcia-Garcia et al. 2015). Las oligoclonales generalmente estdn asociadas con infecciones
cronicas, enfermedades por inmunocomplejos, autoinmunes, hepatitis crénicas y, en algunos
casos, con pacientes VIH positivos (Mexicana 2004).

El predominio del CM de tipo IgG de este trabajo guarda relacién con otros estudios, los cuales
indican una mayor cantidad de pacientes con MM de tipo IgG. En un estudio similar, publicado
en el afo 2013 en Cuba, se analizaron 285 pacientes con diagndéstico de MM, obteniendo
como resultado que un 72,28% presentaron MM de tipo 19G, 25,62% MM de tipo IgA y 2,1 MM
de tipo IgM (Arce-Herndndez et al. 2013). Igualmente, en un estudio del Instituto Nacional
de Enfermedades Neoplésicas de Lima, Pert, en el 2016, de una cohorte conformada por 92
pacientes diagnosticados con MM, el 59% presentd CM de tipo IgG, 25% IgA y el 13% tenian
produccion exclusiva de cadenas ligeras (Pizarro et al. 2016). En otra investigacion, realizada en
China, sobre la distribucion de inmunotipado de paraproteina monoclonal sérica, entre agosto
del 2013 a junio del 2015, se evaluaron 327 ELP, 46 casos correspondieron a ELP positivas. La
distribucion de inmunotipado mas frecuente en suero fue IgG k con 25 casos, seguida con IgA A
7 casos, y e IgG A en sujetos con GM (Chang et al. 2016).

Inmunotipificacion y cuantificacién de cadenas ligeras libres en gammapatias
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Figura 2. A: Inmunotipificaciéon positiva IgG Lambda; B: Inmunotipificacion positiva IgG Kappa-IgA Lambda; C:
Inmunotipificacién positiva oligoclonal 2 IgG Kappa-1 débil IgA Kappa.
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Figura 3. A: Inmunotipificacion positiva IgM Kappa; B: Inmunotipificacion positiva Lambda.

Durante varios afos, los intentos de deteccion de CLL no tuvieron éxito, ya que ningin método
analitico fue capaz de distinguir entre cadenas libres unidas a inmunoglobulina intacta y CLL.
Sin embargo, a principios del afo 2000, se desarrolld un ensayo capaz de detectar el epitopo
oculto en la inmunoglobulina intacta y visible en la CLL. La determinacion de estas cadenas
libres es un marcador imprescindible para el diagnostico y seguimiento de las GM. Existen
inmunoensayos que cuantifican las cadenas k y A, de manera automatizada, aportando gran
especificidad y sensibilidad al diagndstico de las GM. Desde el afio 2009 hasta la actualidad,
el IMWG recomienda la combinacion de ELP, electroforesis por inmunofijacion y CLL para el
diagndstico y seguimiento de las GM (Pefa et al. 2018).

En varios estudios, se da a conocer la importancia del uso de CLL para la deteccién de
monoclonalidad por su gran sensibilidad. En el aflo 2005, se identificaron 39 GM de un total
de 1.003 muestras, con ayuda de técnicas de ELP; ademds, con ayuda de las CLL, se sumaron
16 pacientes aumentando la tasa de deteccion en un 43% (Jenner 2014). Un estudio andlogo
en Chile revelé que, de un total de 312 pacientes estudiados, al incorporar el estudio de CLL,
hubo un incremento del 29% de sensibilidad (Pefa et al. 2018). En el ano 2016, en Pery, la
determinacion de las concentraciones de CLL y la evaluacion del radio k/A, fue Util en la deteccidn
de 81 del total de 92 pacientes con MM. Al analizar de manera conjunta los métodos de ELP,
inmunofijacion y CLL, se observd un incremento en la sensibilidad de deteccion, logrando un
diagndstico acertado del 100% (Pizarro et al. 2016). En un estudio realizado en el 2017, sobre la
validacion clinica del ensayo de CLL de Seralite®, un total de 576 pacientes se clasificaron como
MM de cadenas livianas porque no tenian una proteina M intacta en la inmunofijacién sérica;
pero, si tenfan CLL en la inmunofijacion de la orina. De estos pacientes, el 81% también tenian
una CLL detectable en suero por inmunofijacion y la relacién sérica k/A fue anormal en todos
los pacientes. Por lo tanto, pudieron diagnosticar con gran sensibilidad el mieloma de casos de
cadenas livianas independientemente de los resultados en orina (Heaney et al. 2017).

En el 2009, el IMWG realizé un conjunto de recomendaciones acerca del esquema de diagnostico
inicial referido a la deteccién de la proteina monoclonal o CM. Esas guias son aceptadas y usadas
en varios paises, las cuales recomiendan la realizacion de una ELP junto con un ensayo de CLLs
de la misma muestra vy, si una o ambas dieran positivas, sobre la misma muestra se realiza
una inmunofijacion para tipificar la GM (Rajkumar et al. 2014). Ademas, segun las directrices
del IMWG para el andlisis de CLLs en el MM vy trastornos relacionados de los pacientes que
tienen una enfermedad no secretora u oligosecretora y, para la mayoria de los pacientes con
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AL, los métodos tradicionales (ELP, IF y medicion nefelométrica de cadenas pesadas) no son
adecuados. El desarrollo del ensayo de CLLs ha demostrado su utilidad para el seguimiento de
estos pacientes (Rajkumar et al. 2014), tal y como se muestra en los resultados de este trabajo.

Conclusiones

El 14% de las electroforesis de protefnas séricas tenfa diagndstico de gammapatia monoclonal,
70% de ellas de pacientes del género masculino con un promedio de edad de 64 afos. Mas de la
mitad de los pacientes con gammapatias monoclonales tenfan diagnostico de mieloma multiple,
de los cuales 15% eran menores de 40 afos. EL 69% de las electroforesis por inmunotipificacion
séricas fueron positivas y predominé el isotipo IgG kappa (k). El 91% de los resultados de
cuantificacion de cadenas ligeras libres en sangre fueron patoldgicos para el radio o relacion k/A.
La prueba de electroforesis por inmunotipificacion sérica no mostré utilidad diagndstica en los
casos con diagnéstico clinico de mieloma multiple no secretor u oligosecretor. Los resultados
de cuantificacién de cadenas ligeras libres en sangre fueron significativamente mayores a las
reportados por la técnica de cuantificacion de cadenas ligeras totales de la casa comercial
Roche, ampliamente utilizada en el medio; es asi que la cuantificacién de cadenas ligeras o
livianas libres aumentd la posibilidad de deteccidon de mieloma multiple en todas sus variantes
con gran importancia en los de tipo oligosecretores.
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