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Introduccion

* Las gammapatias monoclonales son un conjunto de
trastornos asociados a proliferacion de células B
NECIER

* Caracterizadas en su mayoria, por la secrecion de
moléculas de inmunoglobulinas (intactas o fragmentos)
homogéneas desde el punto de vista inmunogquimico y
electroforético, habitualmente Illamadas componente
monoclonal.

* En |la mayoria de los casos sin consecuencias clinicas
importantes; producen manifestaciones clinicas debido
a la proliferacion celular clonal neoplasica o al efecto

biologico de la pWonal sobre diferentes

érganos o sistemas:




Condiciones clinicas asociadas a
gammapatia monoclonal

Clinicamente manifiestas

Derivadas de enfermedades malignas de las células B
Mieloma Multiple y sus variantes
Mieloma sintomatico
Mieloma quiescente, latente o asinfomatico
Mieloma no secretor
Leucemia de células plasmaticas
Mieloma Osteosclerdtico (POEMS)
Plasmocitoma
Oseo Solitario
Extramedular
Otros procesos linfoproliferativos
Macroglobulinemia de Waldenstrom
Linfoma No Hodgkin
Leucemia linfocitica cronica
Enfermedad de cadenas pesadas (o v, p)

Gammapatias monoclonales transitorias
Infecciones (vinicas o bacterianas)
Enfermedades automnmanes
Estados de inmmnodeficiencia transitorios
Reconstitucion de la médula osea después de un trasplante
de progenitores hematopoyéticos

Enfermedades relacionadas con la presencia de CM
Crioglobulinemia
Amiloidosis AL
Enfermedad por deposito de cadenas ligeras o pesadas
Polinevropatias secundarias a CM

Gammapatias monoclonales de significado mcierto (GMSI)

. Crioaglutininas .




Rol del laboratorio en el estudio delas
gammapatias monoclonales

* La concentracion del componente monoclonal
esta relacionada con la masa del clon que la
produce.

* Es un marcador bioquimico esencial.

Diagnostico

Pronéstico

Monitorizacion
" Tratamiento




Implica tres fases:
* Deteccion

* ldentificacion

* Cuantificacion




Mletodos analiticos empleados
de los componentes monoclor

* Cuantificacion de proteinas t
inmunoglobulinas totales.

* Electroforesis de suero y orina
* Inmunofijacion de suero vy orina

* Cuantificacion de cadenas ligeras libres
(nefelometria o turbidimetria)

* Cdlculo del cociente kappa/lambda




Requerimientos laboratoriale

* Fase preanalitica:
* Suero

* QOrina de 24 horas

* Fase analitica:

" Especificaciones analiticas de calidad como son
Variabilidad bioldgica, error sistematico y total.

* Fase post analitica:

* Emision del reporte final (graficos, interpretacion,
cuantificacion del CM de ser posible (suero y orina)
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Electroforesis

.

Técnica de separacion consistente en el
transporte de iones a través de unadisolticion

por la accion de un campo eleCtiICoEOS IONEST
presentes en la disolucidon se mueven haciauno
u otro electrodo segun su propia carga.

Los grupos funcionales éicidos y bésicos presentes en las cadenas laterales de ameticas o un campe eectnico, las p
los amino4cidos, al disociarse en el agua, confieren a la proteina cargas copaces de moverse en funcidn de su carga y tamafe
po— positivas y negativas
La movalidad sfactrofarétiog os propoecional al cociente: CarpaMasa

Aplicaciie de bmuesrs

La carga neta de una proteina depende de la suma de cargas de ambos signos



Factores que afectan la electroforesis

CAMPO ELECTRICO
Voltaje

Potencia
Intensidad
Resistencia

MEDIO SOPORTE
Adsorcion
Electroendosmosis
Tamiz Molecular




DENSITOMETRO

monocromador

lampara

rendija
sistema de traccion

registro grafico

\ direccion de

desplazamiento

fotomultiplicador

Sensibilidad analitica de la electroforesis 500-2000 mg/L



* Meétodos colorimétri
* Biuret (2-12 g/dl)

* Métodos turbidimétricos o

nefelométricos (1.0 mg/dl)




ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS COMPONENTESTDEUN
ESPECIMEN CON ELECTROFORESIS DEZONA

*ANALISIS CUALITATIVO: Identificar, visualizar, localizar
*ANALISIS CUANTITATIVO: Densitometria

Albumina

al : Orosomucoide, ol antitrypsina

a2 : Haptoglobina, a2 macroglobulina, o lipoproteina

i B : Transferrina, hemopexina, C3 complemento,
B lipoproteina

e

vy : Immunoglobulinas

L ——




Analisis electroforético de los
componentes de un espécimen con

* Método automatizado

* Separa particulas cargadas que migran a distinta
velocidad en un campo eléctrico, en un capilar de

silice fundido
* Detector de lectura UV (220 nm), lectura

directamente pW‘canﬁdad de enlace
peptidico de |la a.



Electroforesis de zona versus electroforesis

CH_Q“@’eI de agarosa EF capilar
* Sensibilidad menor de 0,5-2,0g/ ° Sensibilidad 0,2g/L -0.5g/L
L * Cuantificacion del CM
* Cuantificacidn del CM por espectrofotometria en UV

densitometria (colorante fijado)  directamente proporcional a a
o Cor L -d3 cantidad de enlace peptidico

* Automatizado

Criterios que definen separacion electroforética de alta calidad

+ debe ser visible en suero normal 12 banda tenue de la prealbiiming
+ debe reconocerse Ja beterozigosis de la alfal-antitripsina

+ debe diferenciarse alfa2-macroglobulina y haptoglobin en zona alfa?
+ |4 zZoma beta debe estar dividida en dos bandas (B! transfeming y B2 C3 nativo)
+ debe detectarse CM <1g/L y oligoclonalidad cn I zona gamma

JOHNSON A M et al Serum protein in clinical medicine Voll 1Ed-1996



Ventajas de la medicion de componente moenocional

COEFICIENTE DE VARIACION TOTAL ANALITICO Y BIOLOGICO

PICO PICO CLL>100
MONOCLONAL | MONOCLONAL
SUERO ORINA mg/L IgG suero

>10g/L >=200MG/24Hr

CV TOTAL

CV ANALITICO

CV BIOLOGICO

KATZMANN JA. et l. Clin Chem 2011; 57:1887-52



Limitaciones

Fibrinégeno: 340 kD

~ Hemoglobina: 68kD  entre Beta y Gamma
~ entre Alfa-2 y Beta

Punto de

. J aplicacion
.

}(V

\

oo DT N 1 N T 1 Y o
L OAAMA TONA (1)

Anodo Pre- Hra Beta Catodo
(+) Abamina  Albumina  Alfa<1  Alfa-2 B4 B-2 (-)




Limitaciones

Falsos positivos. Falsos negativos:

-Fibrindgeno y sus productos de -CM débiles

degradacion. -CM débil superpuesto a una
-Proteina C reactiva. banda.
-Hemolisis. -Inmunoglobulinas polimerizadas

-Muestras contaminadas o (bandas de aspecto policlonal).
sometidas a procesos de -Crioglobulinas.

congelacion descongelacion.
-Administracion endovenosa de
contrastes yodados.

Utilizar siempre muestras de suero reciente o en su defecio congelar la
muesira.

Son relativamente estables a4 *ClalgAelg G
lg M tiende a desnaturalizarse.

lg O muy sensible a proteasas.

lg E poco estable.




Limitaciones de la electroforesis en gammapatias

Las bandas Ig A pueden ocult
transferrina

El metabolismo de la IgG es variable

Cambios en el hematocrito y volumen
plasmatico afectan las mediciones

o

L ———




Bandas oligoclonales

* Predominantemente IgG Kap

* Pueden ser interpretados de
como recaida
* Suelen ser debido a:
* Respuesta inmune en individuo sano
* Autoanticuerpos
* Ac. a proteinas virales
* Pacientes post transplantados (10-73%)




Algunos ejemplos
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Fraccic i 11@ Raf, %% gl Raf. gl

Albunmina g2.2 50,8 - G5, 1 44,78 40 20 - 47,50
Alia 1 3.8 28 4.9 2,74 210 - 2,50
Alim 2 8,5 T A-1148 &1z 5,10 8,50
Beta 18,3 = a4 -1351 135,18 6,00 - 640
LEaMmima T2« 11.1-15.48 5,18 .00 - 13,50

1 i,d 0%
s 1,58 FT; ¥2all

Resultado: Pico monoclonal en la fraccion beata-2

Cuantificacion del pico monoclonal interferida por el resto
de proteinas que migran en la misma zona
electroforetica. Se recomienda seguimiento mediante
cuantificacion de Ig A




e
Wi () I
Riclamo curvas BUsquedas Archivo Host Scaner Utlidad Ventana He - |8 1] - 0 X

PROTEIN

Muestras n® 12 Programa Instrumento Oper.
':’_I PROTEIN @ CP

del 09/04/2011

Rapresentacion en D.O.

Valores Fracciones Datos Registro

Nombres % CAMACHO DE HENRIQUEZ
OLVIDO
Edad:
Seccidn:
ID: 6491

Patologia

-

Ficha Detallada

Ralacion A/ P.T. [~ Ficha
1.28 6.9 g/

B A




0 1 12 13 14 15 TOSSTTRS20 1 4%p




=|2|x| - & x
PROTEIN

@ ' [ Pagei(n) |

Programa Instrumento Oper.

Muestras n° 4
ﬁ Urine HR @ cp

| 4 :
del 06/04/2010 Rapresentacion en D.O.

File ListaTrabajo Riclamo curvas Blsguedas Archivo Host Scaner Utilidad Ventana Help

Datos Registro
Nombres % FLORES QUINTANA FELIX
ALEJANDR

100 Edad:
Seccidn:

ID: 6077

Valores Fracciones

Patologia

-

Ficha Detallada

Ralacion A/ P.T. ' [~ Ficha
0.04 g Alb
B B




Archivo Host Scaner Utilidad

@

mo curvas Bulsquedas Ventana Help

m
Programa
Urine HR

Muestras n® 6 H

del 19/04/2011

Ra

Valores Fracciones

Nombres

Ralacion A/~ P.T.

presentacidn en D.O.

0.09 25 g All

B C EEE

VIOD 0 DE PROTEINCU

-2|x|- & x
PROTEIN

Instrumento Oper.

@ cP

Datos Registro

Edad:
Seccion:
ID:7192

Patologia

-

Ficha Detallada

=1

[~ Ficha




N

ldentificaci

componente m




Cadenas pesada o ligera

Figura: 2 Multiplicidad y Heterogeneidad de las Inmunoglobulinas - Putnam, Vol. IIL, pag. 36
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Fig. 9. Classes, subclasses, and allotypes of the heavy-chain (C,) and light-chain (C))
constant regions. Subclass and allotype designations are defined in the text (from Putnam,
1972b). The abbreviations Ke* and Ke~ signify the Kern* and Kern~ isotypes.
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Metodos de identificacion del' GV

* Inmunofijacion
Combina electroforesis de zona con
inmunoprecipitacion

Separa proteinas por electroforesis, empleando
luego antisueros monoespecificos

Si el antigeno esta presente se forma una banda de
inmunoprecipitacion caracteristica

Sensibilidad analitica de 150-500 mg/L




INMUNOFIJACION

COMPONENTE MONOCLONAL LIMITE DE DETECCION (g/)

. YORAGEL 4 IF
Wl | W R0 | jomon | o

gamma 109 0,12 0,12
keppa 0,2 012

gamma 18 0,12 !
lambda 0,12 |

alfa ot 012 025
lambda 012 026

m 34 012 012
lambda 012 012

Sequn la posicion de la banda mongclanal el fondo polclonal de la fraccion de las gammaglobulinas el colorante usado, el imite de deteccion de
' ' /“
Una paraproteina puede variar ""m




INMUNOFUJACION

Etapas:

3

Separacion de proteinas mediante electroforesis
en gel de agarosa.

Inmunofijacion (inmunoprecipitacion) de las
proteinas separadas : Los carriles de migracion
electroforética apropiados son recubiertos con
antisueros individuales, que difunden dentro del
gel y precipitan los antigenos correspondientes.

Las proteinas del carril de referencia son fijadas
con una solucidn fijadora.

Proteinas  no precipitadas se eliminan del gel
mediante un blotting y un lavado.

La precipitacion del complejo antigeno-
anticuerpo gueda fijada en la matriz del gel

Los precipitados vy IasW
visualizadas mediante tincié

Fig. 1 -Enla figura se observa un componente Mono-
clonal que corresponde a lgG-Kappa




PATRON NORMAL DE INMUNOFIJACION




Dosis de las proteinas especificas

G657 nld AfiAG

A5 mgd AT
M0 mod AfM

1o K free
IgE L free

AIfAT C3

HP
Predl

~ IMAGEN




Electroforesis de Proteinas en suero e Inmunofijacion

Suero Normal

Mieloma Miuiltiple

Hipergammaglobulinemia
policlonal






INMUNOFLACION

Serum 2 Ech. / Sample 2

ELP GAM K K L
libre libre

Componente monoclonal tipo cadena ligera
lambda. Se busca determinar si corresponde a
una cadena ligera libre o es parte de otra Ig no

evaluada aqui (Ig D o Ig E)



Limitaciones

* Descartar fendmenos de polimerizacion

R
BME/

Fludil




INMUNOFIACION: APLICAGIGIES

Sospecha de proteina monoclonal de cadena
pesada o ligera simple

Esclarecimiento de bandas enmascaradas.

ldentificacidon de proteina de Bence Jones en
orina.

Busqueda de proteinas monoclonales luego de
desaparicion en proteinograma por
tratamiento.

Reconocimiento de gammapatia biclonal.

* Criterio diagnostico.estieto™y de remision

completa




NEFELOMETRIA /TURBIDIMETRIA

* La nefelometria es una técnica

* Alta sensibilidad. Detecta concentrauones*’-
inferiores a 1 mg/L de IGS kappay lambda
comparacion con los 150-500 mg/L de la IFE y
los 500-2000 m/L de la electroforesis

F )




Targetof sFLC
Immainoassays

§  AFLC
VRIUom Constant:'{ '\ |'|

domain 11

¢
|

z
Variable |
domain




Outer
medulla

Inner
medulla

VH
Vi

The Binding Site

iy

Glomerulus

Toxic
A\ Proximal injury
convoluted

Light chains
fitered

10-30g/day
absorption

Distal tubule

5-10mg/day
™\ in uring

Cast injury

Thick ascending lim
Light chains + Tamm-
Horsfall proteins
produce casts




Siempre chequear las unidades (mg

Considere:

v’ Exceso de antigenos
v’ Polimerizacion
v’ Variacion de lote a lote

v' No hay ©
v Impacto de
v’ Impacto de

ilucion lineal
a disfuncion renal
as terapias en curso




Clinical Chemistry 48:9
1437-1444  (2002)

Enzymes and Proteln
Markers

Serum Reference Intervals and Diagnostic Ranges
for Free k and Free A Immunoglobulin Light
Chains: Relative Sensitivity for Detection of

Monoclonal Light Chains

Jerry A. KaTzMANN,"” RAYNELL ]. CLARK,' RosHINT S. ABRAHAM,' SANDRA BRYANT,'
James F. Lymp,' ArTHUR R. BrapweLL,” and RoBert A. KyLE'

Background: The detection of monoclonal free light
chains (FLCs) is an important diagnostic aid for a variety
of monoclonal gammopathies and is especially impor-
tant in light-chain diseases, such as lightchain my-
eloma, primary systemic amyloidosis, and light-chain-
deposition disease. These diseases are more prevalent in
the elderly, and assays to detect and quantify abnormal
amounts of FLCs require reference intervals that include
elderly donors.

Conclusions: Reference and diagnostic intervals for
serum FLCs have been developed for use with a new,
automated immunoassay that makes the detection and
quantification of monoclonal FLCs easier and more
sensitive than with current methods. The serum FLC
assay complements IFE and allows quantification of
FLGs in light-chain-disease patients who have no detect-

able serum or urine M-spike.
© 2002 American Association for Clinical Chemistry




COIVIPARACION DE LOS DIFERENTES ENSAYOS EXISTENTES PARATA

PROTEINAS TOTALES EN
ORINA

TIRAS REACTIVAS DE
ORINA

ELECTROFORESIS DE
PROTEINAS EN SUERO

ELECTROFORESIS DE
PROTEINAS EN ORINA

ELECTROFORESIS DE
INMUNOFUACION EN
SUERO Y EN ORINA

ELECTROFORESIS
CAPILAR EN ZONA

K/L TOTAL

VENTAJAS

Simple, barato, ampliamente usado

Simple, barato, ampliamente usado

Simple, método manual/
semiautomatizado bien establecido,
barato, bandas monoclonales se
visualizan

Resultado “‘cuantitativo’” con scanner

Simple, método manual/
semiautomatizado bien establecido,
barato, bandas monoclonales se
visualizan

Resultado “‘cuantitativo’” con scanner

Bien establecida

Buena sensibilidad en suero y muy
ible en orina concentrada

Tecnologia nueva automatizada
cuantitativa

Inmunoensayo automatizado

s ;
DESVENTAIJAS

Sensibilidad inadecuada para deteccion de cadenas ligeras libres

Sensibilidad inadecuada para deteccion de cadenas ligeras libres

Poco sensibl&(500-2,000 mg/L)
No puede detectar cadenas ligeras libres a bajas concentraciones

Interpretacion subjetiva de los resultados

Interpretacion subjetiva de los resultados

La orina puede requerir concentracién con posible pérdida de proteinas
Bandas falsas en orinas concentradas

Proteinuria pesada obscurece resultados

Requiere colectar orina de 24 hrs

No es cuantitativa
Sensibilidad en sugro (150 mg/L) idadecuada para niveles séricos
normales

Técnica manual, semiautomatizada
Antisueros costoso

Menos sensikle (400 mg/L) fue la electroforesis de inmunofijacion para
el suero
Sensibilidad(>1000 mg/L) ipadecuada par detectar pacientes con

mieloma miltipte-ete-ead®nas ligeras




NIVELES DE SENSIBILIDAD ANALITICA REPRESENTATINADE
ENSAYOS COMUNIMENTE USADOS PARA CUANTIEIGAR
CADENAS LIGERAS




Tabla 2. Sensibilidad de los diferentes protocolos de diagndstico para gammapatias monoclonales. La mayor
sensibilidad es obtenida con el protocolo de EPS, CLL e sIFE realizadas en paralelo. Notar que para lograr una
mayor sensibilidad diagndstica es suficiente realizar analisis en suero, sin necesidad de utilizar muestras de orina
de 24 horas. Las recomendaciones del IMWG para el tamizaje de una gammapatia monoclonal indican que la IFE
en orina de 24 horas puede ser realizada para los casos de fuerte sospecha de AL de ser negativo el algoritmo en
suero. Adaptado de A.R. Bradwell. Serum Free Light Chain Analysis (plus Hewylite). 6% ed. 2010.

Protocolo MM AL MMCL MMNS

EP3 0% 0%
EPS +sIFE 0%
EPS +EFO 0%
EPS3, EPO, sIFE + ulFE

CLL

EPS + CLL

PS, CLL +sIFE

\/




gammapatias monoclonales.

Tabla 9. Recomendaciones del IMWG para el diagndstico, prondstico y seguimiento de pacientes con

Recomendacion de! IMWG

Cribado (diagndstico diferencial)

Prondstico

Monitoreo

El ensayo de CLL en suero debe ser usado conjuntamente con EPS e IFE en el crbado de patologias
plasmaproliferativas monoclonales, con la excepeion de AL para la cual se requiere también una [FE en orina de
24 horas.

Se recomienda que los niveles basales de CLL sean determinados al momento del diagndstico de fodos los
pacientes con GMSI, MM, MMA, plasmocitoma solitario y AL.

El ensayo de CLL en suero esta recomendado para el monitoreo cuantitaivo de pacientes con AL, MM
oligosecretor y MMNS. El ensayo de CLL en suero debe ser realizado penddicamente para el monitoreo de un
posible escape de cadena liviana. Es necesario deferminar los valores basales de las CLL antes del inicio de
cualquier régimen quimioterapico para todos los pacientes con MM de modo de poder determinar que se
alcanza una respuesta completa estricta cuando se obtiene una RC.

=nzien A et al. Leukemia 2008;23:215-24
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