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DESARROLLO DE UN METODO INMUNOENZIMATICO PARA APOYO AL DIAGNOSTICO Y
SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE

RESUMEN

El Mieloma Mdltiple es una neoplasia de las células plasméaticas que se origina en la
médula 0sea y que se caracteriza por la afectacion de multiples lugares del esqueleto, el
rango de edad de mayor incidencia es de 50 y 60 afios, sin embargo; también se presenta en
otras edades. El pronéstico de este trastorno depende del estadio en el momento del
diagndstico. Los pacientes con multiples lesiones éseas, si no se tratan, rara vez sobreviven
mas de 6 a 12 meses. Actualmente el tratamiento basico que se utiliza para dicha
enfermedad, es la quimioterapia.

El Mieloma Multiple en nuestro medio, es una enfermedad que tiene una frecuencia
relativamente considerable, sin embargo; no se conocen estudios médicos, ni clinicos en
cuanto: a su evolucion, diagnostico, prondstico y tratamiento. Es por ello que surge el interés
de realizar un trabajo de investigacion, que de alguna manera contribuya a su diagnostico y
seguimiento; por ello, el trabajo se basé en la estandarizacion de una nueva prueba de

laboratorio que pueda apoyar en ese sentido.

Una vez estandarizado el método ensayo enzimatico tipo sandwich, los resultados
obtenidos determinaron valores normales de los pacientes aparentemente sanos; mientras
que en uno de los pacientes con Mieloma Multiple se observo un resultado por encima de lo
normal. Con relacion a las muestras de orina de 24 horas, los resultados obtenidos dieron

valores dentro de los rangos normales para ambos grupos en estudio.

Con la finalidad de validar nuestro método estandarizado, se compararon dichos
resultados con la técnica de inmunodifusion radial (IDR) por kits comerciales, los resultados
obtenidos; fueron realmente importantes y significativos, debido a que el grupo de control
negativo, dio valores dentro de los rangos normales; mientras que los resultados de los
pacientes con Mieloma Multiple, se detectaron dos casos que presentaban valores

superiores al rango normal en el caso de la determinacion de cadenas kappa.
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Existen diferencias marcadas entre ambas técnicas evaluadas, uno fue el método
estandarizado ensayo enzimético tipo sandwich y la otra fue la técnica de inmunodifusién
radial comercial. Es importante remarcar que para estandarizar un nuevo método de
diagnostico, es de suma importancia hacer un estudio mucho mas minucioso y que requiere

de otras pruebas adicionales hasta lograr la optimizacion del mismo.

Con el presente trabajo, se logré de forma preliminar estandarizar el método ensayo
enzimatico sandwich para la dosificacién de cadenas livianas kappa y lambda; el mismo que
requiere la continuidad con futuros trabajos de investigacién hasta conseguir el objetivo
marcado; que es el de perfeccionar un método de diagndstico para los casos de Mieloma
Multiple.
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ABSTRACT

The Multiple Mieloma is a type of cancer of the bone marrow, it takes place at the
plasmatic cell level and it is characterized for multiple affections in the skeleton; the range of
age of more incidence is from 50 to 60 years, however it can be presented also in other ages.
The presage of this dysfunction depends on the stadium in the moment of the diagnosis. If
the patients with multiple bone lesions are not treated properly, rarely survive more than 6

to12 months. At the moment the basic treatment used for this illness is the chemotherapy.

In our country, the Multiple Mieloma is an illness that has a significant frequency;
however no medical or clinical studies are known about the evolution, diagnostic, presage
and treatment of this illness. For that reason, the interest of carrying out an investigation work
arises in order to contribute somehow in its diagnosis. The work was directed to the

standardization of a new laboratory test that allows in some way to support the diagnosis.

Once the rehearsal method of enzymatic sandwich has been standardized, the
obtained results determined normal values in the healthy patients; while in one of the patients
with Multiple Mieloma was observed that the obtained result was above the normal values. In
relationship to the samples of 24 hours urine test, the obtained results gave values inside the
normal ranges for both groups in study.

In order to validate our standardized method, this results were compared with the
technique of radial inmunodifusion (IDR) of commercial kits. The obtained results were really
important and significant, because the group of negative control, gave values inside the
normal ranges. For the patients with Multiple Mieloma, two cases of higher values in the

determination of kappa chains were detected.

Marked differences exist between both evaluated techniques, the preliminary
standarized method and the commercial radial inmunodifusion technique. It is important to

remark that for the standardization of a new method of diagnose, is of supreme importance to
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make a much more meticulous study and it requires too of other additional tests until

achieving the optimization of this method.

With the present work, it was possible to preliminary standardize the rehearsal method
of enzymatic sandwich. This method requires of further future investigation until it can reach
the marked objective; that means to improve a diagnosis method for the cases of Multiple

Mieloma.

KARINA Z. C. DELGADO FLORES -4-



DESARROLLO DE UN METODO INMUNOENZIMATICO PARA APOYO AL DIAGNOSTICO Y
SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE

l. INTRODUCCION

El Mieloma Mdltiple es una neoplasia de las células plasméaticas que se origina en la
médula 6sea y que se caracteriza por la afectacion de multiples lugares del esqueleto. Puede
diseminarse también a muchos tejidos extradseos. Las células plasmaticas neoplasicas
sintetizan inmunoglobulinas completas, incompletas o de ambas formas. Es la gammapatia

mas comun. (17)

El rango de edad de mayor incidencia del Mieloma Mdultiple es de 50 y 60 afios.
Afecta a ambos sexos. El prondstico de este trastorno depende del estadio en el momento
del diagnéstico. Los pacientes con multiples lesiones éseas, si no se tratan, rara vez
sobreviven mas de 6 a 12 meses. La quimioterapia en forma de agentes alquilantes induce
remisién en el 50 a 70% de los pacientes, pero la supervivencia media sigue siendo de 3
afos. Los transplantes autdlogo y alogénico de médula dsea, mas una quimioterapia

intensiva ofrecen una esperanza de curacién. (17)

Se estima que se producen mas de 4 millones de muertes anuales por cancer en el
mundo, constituyendo la causa de una de cada 10 muertes anuales producidas y la tercera
causa de muerte mundial. La incidencia global del cancer es extremadamente variable entre

distintas regiones del mundo. (26)

En nuestro medio, se llevd a cabo un trabajo estadistico importante, el cual
proporciond informacion relevante acerca de las patologias hematol6gicas mas frecuentes
en nuestra poblacién. Asi, el Mieloma Multiple junto con otras entidades oncohematoldgicas
se encuentran en un segundo lugar en frecuencia; en general suma un 25%. El estudio
realizado en el Hospital Obrero por medio de la recoleccion de la informacion de los registros
de internacion de los Servicios de Medicina Interna y Pediatria, durante el periodo 1988 a
1998; con relacién a la frecuencia de enfermedades hematoldgicas, sefiala que de 821
pacientes; 32 casos estuvieron relacionados con Mieloma Mltiple, lo que significa un 3,8%.
Ahora, con relacion a la frecuencia de entidades hematologicas en la unidad de Medicina
Interna, de 505 pacientes, se presentaron 32 casos con Mieloma Mdltiple, lo que significa

un 6,3%. (23)
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Actualmente son objeto de estudio diferentes pruebas laboratoriales que podrian
aportar al diagnostico del Mieloma Multiple, juntamente con los sintomas clinicos y las
pruebas de rutina. Se consideran como pruebas de rutina: determinacion de proteinas,
crioglobulinas, electroforesis de proteinas, proteinuria de Bence Jones, proteina C reactiva,
mediciones importantes de inmunoglobulinas, inmunofijacion de inmunoglobulina, creatinina,

calcio y cuantificacion de cadenas livianas kappa y lambda. (21)

En el presente trabajo se pretende estandarizar una técnica de ensayo
inmunoenzimatico (EIA) que permita cuantificar las cadenas livianas kappa y lambda, técnica
que permitird junto con las demas aportar al diagndstico y seguimiento terapéutico de los
pacientes con Mieloma Mdltiple.

KARINA Z. C. DELGADO FLORES -6-
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Il. DISENO TEORICO

21 MARCO REFERENCIAL

2.1.1 NOCIONES BASICAS

En el ambito de la respuesta inmune especifica de los organismos vertebrados, las
inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos (Ac) juegan un papel central. Estas moléculas tienen la
habilidad de reconocer especificamente y mediar la eliminacion de sustancias y organismos
extrafios, tales como toxinas, bacterias y virus. Ello se logra gracias a que, luego de ligar el
antigeno (Ag), los Ac interactlian con receptores presentes en ciertas poblaciones celulares y
con moléculas del sistema de complemento (rigura 1), conduciendo a la activacion de
mecanismos efectores, los cuales finalmente, son los responsables de la mencionada

eliminacion. (38, 58)

Antigeno

"3 - '\_J Sistema de

—

B

)ﬁ %EJ—I Complemento

Anticuerpo Anticuerpo

Figura 1
Mecanismos efectores de la molécula de anticuerpo
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2.1.2 CONSIDERACIONES ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES

Los Ac son glicoproteinas solubles, sintetizadas y secretadas de manera exclusiva
por un tipo particular de glébulo blanco denominado linfocito B. Moléculas de Ac han sido
encontradas virtualmente, en todos los fluidos y cavidades corporales. En mamiferos se han
descrito cinco clases de Ig a saber Ig M, G, A, D y E. Cada una de ellas posee, ademas de

un metabolismo vy fisiologia caracteristicos, rasgos estructurales y funcionales particulares.
(58)

Sin embargo, todas comparten una estructura basica comin que bien puede ser
ejemplificada por la molécula IgG (Figura 4 y 4a). Basicamente, la molécula de Ac consta de dos
tipos de cadenas polipeptidicas, denominadas cadena liviana / ligera y cadena pesada, con
pesos moleculares aparentes de unos 25 y 50 kD, respectivamente (Figura 2a y 2¢) Se han
identificado dos tipos de cadena liviana: kappa (k) y lambda (1), y cinco clases de cadena
pesada: mu (m), gamma (g), alfa (a), delta (d) y épsilon (e). Cada mondmero de lg,
independientemente de la clase, consta de dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas
livianas igualmente idénticas. Las cadenas pesadas establecen abundantes interacciones no
covalentes y cierto nimero de enlaces covalentes (del tipo puente disulfuro) entre si y con

las cadenas livianas. (58, 69)

KARINA Z. C. DELGADO FLORES -8-
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Figura 2
La molécula de Ac ylos genes que la codifican
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La caracteristica bioguimica estructural mas resaltante de las cadenas Ig es el
"dominio 1g" (82). Muy resumidamente, un dominio Ig es una secuencia polipeptidica de unos
100 - 110 aminoécidos que presenta, de manera muy conservada, dos residuos de cisteina
localizados hacia los extremos opuestos de la secuencia. Estos residuos permiten la
formacion de un puente disulfuro intracatenario importante para la estabilizacion de la
estructura terciaria del dominio y, consecuentemente, de la molécula. La distribucion de
aminodcidos hidrofilicos e hidrofébicos en la secuencia primaria del dominio trae como
resultado la formacion de lo que, en bioquimica de proteinas, se conoce con el nombre de
hojas plegadas tipo b. Estas hojas b se organizan en forma antiparalela, se unen mediante
segmentos relativamente cortos de secuencia llamados asas o "loops", en los cuales es
usual encontrar la conformacién tipo hélice a y se arreglan a nivel tridimensional para formar

un par de laminas (Figura 3). (38, 58)

‘.r FPuente disulfuro
G Lamina plegada

Figura 3
El dominio g

Estudios comparativos de la secuencia primaria de aminoacidos, en un nidmero

importante de moléculas de Ac, han permitido la identificacion de dos tipos de dominio en las
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cadenas Ig: el dominio variable (V) y el dominio constante (C). Esta denominacion obedece a
la variabilidad encontrada en cada posicion de la secuencia primaria. Tanto la cadena liviana
como la pesada poseen un dominio variable designados V. y Vu, respectivamente. La
cadena liviana posee un unico dominio constante (C.), mientras la cadena pesada posee tres

o cuatro dominios constantes (Cxl, Cx2, Cx3, Cx4), dependiendo de la clase de Ig (Figura 2a).

El dominio Ig tiene implicaciones importantes para la funcionalidad de la molécula de Ac. Por
ejemplo, los dominios V. y Vu se conjugan en un modulo funcional denominado Fv, en el cual

se encuentra el sitio de reconocimiento del antigeno o paratopo (Figura 2a). Mediante la

comparacion de secuencias de aminoacidos disponibles para numerosos dominios V. y Vhu,
ha sido posible identificar tres sitios en cada dominio V, denominados regiones
hipervariables, en los que la variabilidad, en la secuencia primaria de aminoacidos, alcanza
un maximo. Estas regiones contienen los residuos principales que conforman el paratopo v,
por ello, también se les conoce con el nombre de regiones determinantes de
complementariedad (RDC). Las RDC corresponden a las asas o "loops" de los dominios V

(Figura 3) Y se encuentran flanqueadas por regiones de menor variabilidad designadas marco

(M). El dominio Ig ha sido explotado més alla del ambito de los Ac, de manera que hoy se
acepta la existencia de una superfamilia de proteinas que contienen en su estructura
dominios lg, entre estas proteinas se cuentan, ademas de los Ac, el receptor antigénico de
linfocitos T, las moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad, receptores para el

fragmento Fc de las Ig, moléculas de adhesion intercelular, etc. (38, 58, 69)

2.1.3 GENETICA Y REPERTORIO DE INMUNOGLOBULINAS

Los genes que codifican las Ig estan organizados en complejos genéticos. Existe un
complejo genético en el que se encuentran los elementos codificantes de todas las cadenas
pesadas (complejo H) y dos complejos para las cadenas livianas, uno para la cadena k
(complejo k) y otro para la cadena | (complejo I). El complejo H se encuentra localizado en la
region telomérica del cromosoma 14 humano y esta formado por un numero variable de
elementos codificantes denominados Vu, Du, Ju, hi ¥ Ch (Figura 2b). En forma similar, los
complejos k y | contienen elementos V., J. y C., pero no poseen segmentos D ni h y estan
ubicados en los cromosomas 2 y 22 humanos, respectivamente. Cada complejo posee un

namero significativo de elementos V y, en menor cuantia, elementos D (complejo H) y J. Los
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elementos codificantes h y C constituyen éxones completos, los cuales contienen la
informacién estructural para la sintesis de la regién bisagra (cadena pesada) y de los

diferentes dominios constantes, respectivamente. (Figura 2b) (38, 58, 69)

Por otro lado, los dominios V son producidos a partir de la combinacién de los
elementos V, D y J. Durante la ontogenia del linfocito B estos complejos génicos sufren un
interesante proceso de reordenamiento, o rearreglo, cuyos detalles mecanisticos no han sido
del todo entendidos. Un sofisticado sistema de recombinacion somatica actia sobre los
elementos V, D y J, permitiendo en cada linfocito B el rearreglo funcional de un segmento V.
con un segmento J., para asi generar un exon Vi, el cual codifica el dominio V. de la cadena

liviana. Algo similar ocurre con los segmentos VH, Dy, y JH del complejo H (Figura 2b). Luego

de que, en un linfocito B particular, ocurre el rearreglo funcional de estos segmentos y se
genera un exén V. y uno Vy, el proceso se detiene de manera que cada linfocito B despliega
una Unica especificidad y es capaz de secretar, luego de la estimulacién antigénica,
Unicamente Ac con esa especificidad. En humanos, se ha estimado que el proceso de
rearreglo génico de los segmentos V, D, y J, en el cual se ven, ademas, involucrados
fendmenos de adicibn de nuevos nucleétidos e inversibn y uso simultaneo de varios
segmentos D, tiene la potencialidad de generar 104 dominios V. y 10s dominios VH
diferentes, pudiendo combinarse aleatoriamente para generar hasta 10i> moléculas de
anticuerpo con especificidades diferentes. Este gigantesco repertorio permite al sistema
inmune humoral disponer de la capacidad para reconocer y responder practicamente ante

cualquier reto antigénico. (38, 58, 69)

2.1.4 ESTRUCTURA BASICA DE UN ANTICUERPO

Las inmunoglobulinas (Igs) son un grupo de glicoproteinas que se hallan presentes en
el plasma vy liquidos intersticiales, constituyen los anticuerpos (Acs) que el organismo elabora
ante la entrada de un antigeno (Ag) y que tienen la capacidad de unirse especificamente al
mismo. Son producidas y secretadas en gran cantidad por las células plasméticas
resultantes de la activacion y diferenciacion de los linfocitos B, pudiendo encontrarse en
forma soluble o unida a la membrana de los linfocitos B, constituyendo el receptor de la

célula B especifica para el antigeno (BCR). (38, 69)
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Las Igs en el hombre son de cinco clases diferentes: 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE; difieren
en tamafo, carga eléctrica, composicion de aminoacidos y azlcares. Todas las
inmunoglobulinas reconocen algun antigeno en forma especifica, pero se diferencian en
cuanto a su localizacion tisular, reactividad con otras proteinas, etcétera. Basicamente, una
molécula de anticuerpo esté constituida por cuatro cadenas polipeptidicas, dos pesadas (H,
de Heavy) idénticas entre si y dos livianas (L, de Light) también idénticas entre si. Tal como
se aprecia en las figuras 4 y 4a, las cadenas pesadas se encuentran unidas por puentes
disulfuro (-S-S-) y de la misma manera se unen, a cada una de ellas, cada una de las
cadenas livianas. Estas figuras también ponen de manifiesto que la proteina tiene forma de
Y. Cada brazo de la Y, designado fragmento Fab (de antigen binding Fragment), une el
antigeno en forma independiente, o0 sea, que el anticuerpo es bivalente. El resto de la
molécula, o fragmento Fc —porque cristaliza con facilidad— no participa en la unién con el
antigeno sino que es reconocido por receptores celulares especificos, y contribuye a la

efectividad del proceso mediante el cual ese antigeno es destruido. (38, 58, 69)

Ambas cadenas, tanto pesadas como livianas son idénticas, y al estar unidas por
puentes disulfuro se dividen en dos regiones: una llamada «variable» (VL) y otra la region
«constante» (CL). Los dominios variables estan unidos a los constantes por regiones J (de
Joining). Tanto en las cadenas pesadas como en las livianas, el caracter variable o constante
de las zonas queda determinado por la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, cuando se
comparo la secuencia de varias cadenas L de una misma especie —aproximadamente 220
aminoacidos—, se hall6é que la regién carboxilo terminal (— COOH) era casi idéntica en todas
ellas, mientras que la regiéon amino terminal (— NH2) era muy distinta. Por esto la estructura
formada por los primeros 110 aminoacidos se denominé VL y la segunda mitad CL. Mas
adelante se hall6 que los cambios de aminoacidos en las regiones variables no estaban
distribuidos de manera homogénea; algunas porciones de la cadena manifestaban ser mas
variables que las otras por lo que se las denominé regiones hipervariables. En las cadenas L

esas zonas se localizan cerca de los aminodcidos, 30, 50 y 95. (38, 58, 69)

En la actualidad se acepta que las regiones hipervariables constituyen el sitio de
union del anticuerpo con el antigeno, por lo que se las denomina CDR (de Complementary

Determining Regions). Tanto en la cadena L como en la H hay tres segmentos CDR
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separados por estructuras rigidas que reciben el nombre de FR (de Framework Regions). (3s,
58, 69)

Las cadenas livianas, menores o ligeras pueden ser de dos tipos: Kappa y Lambda,
comunes a todas las Igs. En el humano el 65% de los Acs poseen Kappa y el 35% Lambda,
las mismas pueden ser diferenciadas por antisueros especificos. En un dado anticuerpo las

dos cadenas livianas son siempre de la misma clase. (38, 58, 69)

Las cadenas pesadas son esencialmente de cinco tipos diferentes, y son las que
definen la clase o isotipo de los anticuerpos: IgM, IgD, 1gG, IgE e IgA. El sitio de combinacion
del Ac con el Ag esta determinado en forma conjunta por la estructura espacial de las
regiones de las cadenas livianas y pesadas. Por lo tanto, una molécula de Ac, como la
mostrada en la (Figura 4), posee dos sitios de union, es decir, es bivalente. La digestion
enzimatica de los Acs por papaina genera dos fragmentos llamados Fab (cada uno con su
sitio de combinacion) y un fragmento llamado Fc, asimismo la digestiobn por la pepsina
permite generar un fragmento llamado F (ab)2 y el Fc. (3s, 58, 69)

La variabilidad en las regiones V, no es uniforme, sino que existen sectores de
hipervariabilidad, que determinan la complementariedad con la superficie tridimensional del
Ag. Estos sitios se denominan idiotipo, que se comportan como verdaderos Ags, contra los
cuales se pueden producir Acs anti-idiotipicos, (éste seria un mecanismo de regulacién

inmune normal). (38, 58)

La funcion primaria de los Acs es la de unirse al Ag, en algunos casos esta union
tiene consecuencias directas, como por ejemplo, neutralizacién de toxinas bacterianas o
inhibicion de la penetracion del virus en las células. Sin embargo, la interaccion del Ag con el
Ac no siempre tiene expresion bioldgica, a menos que intervengan funciones «efectoras»

secundarias. (38, 69)

La porcion Fc de las Igs es la que define sus propiedades efectoras, como activacion
del sistema complemento, capacidad de actuar como opsoninas para fagocitos

mononucleares y neutrdfilos, transferencia placentaria, etc. (38, 58)
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Figura 4

COR1
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Cadena pesada
COOH COOH

Esquema de la estructura de un anticuerpo (IgG)

Esquema de la estructura de un anticuerpo, en el que cada aminoacido ha sido reemplazado por una esfera
(adaptado de Silverton et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1977, USA, 74:5140).
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Figura 4a

Esquema del plegamiento tridimensional de la cadena liviana. Las flechas representan el esqueleto rigido
(estructuras en hoja plegada). Se sefialan los péptidos que forman los “ lazos” correspondientes a cada CDR

(adaptado de Marchalonis y Shluter, 1989, FASEB J 3:2469).

2.1.5 UNIDAD BASICA DE CUATRO CADENAS

Las moléculas de inmunoglobulina se componen de numeros iguales de cadenas
polipeptidicas pesadas y ligeras, que pueden ser presentadas por la férmula general (HzL>) n.
Las cadenas se mantienen unidas por fuerzas no covalentes y, por lo general, por enlaces de

disulfuro intercatenarios covalentes, para formar una estructura simétrica bilateral. Se ha
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demostrado que todas las inmunoglobulinas normales tienen esta estructura basica, aunque

algunas estan compuestas de mas de una unidad de cuatro cadenas. (61)

Cada cadena polipeptidica est4 hecha de cierto nimero de asas o dominios de un
tamafio muy constante (100 a 110 aminoacidos), formadas por puentes disulfuro
intracatenarios. EI dominio N-terminal de cada cadena, muestra mucha mas variacion en la
secuencia de aminoacidos que los otros, y se denomina la regién variable para distinguirla de
los otros dominios relativamente constantes (denominados colectivamente region constante
en cada cadena). La zona donde se unen las regiones constante y variable, se denomina

region de cambio. (61)

Las inmunoglobulinas son bastante sensibles a la digestion proteolitica, pero se
parten con mayor facilidad alrededor de la cadena pesada en un area entre los dominios
primero y segundo de la region constante (Cul y Cn2). La papaina, parte la molécula en el
lado N-terminal de los puentes de disulfuro intercatenarios, en tres fragmentos de tamafo
similar; dos fragmentos Fab que incluyen toda la cadena ligera y los dominios Vuy Cul de la
cadena pesada y un fragmento Fc compuesto de las mitades C terminal de las cadenas
ligeras. Si se utiliza pepsina, la ruptura ocurre en la porcién C terminal de los puentes de
disulfuro intercatenarios de cadena H, lo que da un gran fragmento F(ab)> compuesto de dos
fragmentos Fab. La pepsina degrada el fragmento Fc. La regién en la cadena H susceptible a
atague proteolitico, es mas flexible y estd mas expuesta al medio que los dominios mas
compactos, globulares, y se conoce como la region de la “bisagra”. La actividad de captacion
de antigeno se relaciona con los fragmentos Fab o de manera mas especifica, con los
dominios V4 y V., mientras que la mayor parte de las actividades biol6gicas de las

inmunoglobulinas (por ejemplo, fijacion del complemento) se asocia con el fragmento Fc. (61)

2.1.6 HETEROGENEIDAD DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Segun se vio, las inmunoglobulinas comprenden una familia de proteinas con la
misma arquitectura molecular basica, pero con un amplio arreglo de especificidades de
captacion del antigeno, y diferentes actividades biol6gicas. Estas diferentes actividades son,
desde luego, reflejos de diferencias estructurales dictadas por la secuencia de aminoacidos

de las cadenas polipeptidicas. Esta heterogeneidad estructural ha sido un obstéaculo para los
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guimicos de proteinas, pero los plasmacitomas de origen humano y murino proveen
inmunoglobulinas homogéneas (monoclonales), que han facilitado, en gran parte, el estudio
de las secuencias de aminoécidos de los anticuerpos. Mas aun, en la actualidad es posible
producir cantidades casi ilimitadas de anticuerpos monoclonales de especificidad prescrita
contra un antigeno y mediante la fusion somatica de las células de plasmacitoma con células
normales productoras de anticuerpo, provenientes de animales inmunizados. Los anticuerpos
monoclonales producidos por tales células hibridas (o hibridomas) se utilizan en gran
cantidad como agentes diagndsticos. (61)

2.1.6.1 TIPOS DE CADENAS LIGERAS

Todas las cadenas L tiene peso molecular de cerca de 23,000, pero pueden
clasificarse en dos tipos, kappa (k) y lambda (1), con base en multiples diferencias
estructurales en las regiones constantes, que se reflejan en diferencias antigénicas. Los dos
tipos de cadenas L se han demostrado en muchas especies de mamiferos. De hecho, la
homologia de las secuencias de aminoacidos entre cadenas k de ratén y humano, son
mayores que aquellas entre las cadenas k y A dentro de cada especie, lo que indica que los
dos tipos se separaron durante la evolucién antes de la divergencia de las especies de

mamiferos. (61)

La proporcion de cadenas k y A en las inmunoglobulinas, varia de especie a especie,
y es alrededor de 2:1 en humanos. Una molécula determinada de inmunoglobulina, siempre

contiene dos cadenas idénticas k y A, pero nunca una mezcla de ambas. (61)

2.1.6.2 CLASES DE CADENA PESADA

Se han encontrado cinco clases de cadenas H en los humanos, basadas de nuevo en
diferencias estructurales en las regiones constantes detectadas mediante métodos
serolégicos y quimicos. Las formas diferentes de cadenas H denominadas: y, a, i, 8 Y &
varian en peso molecular desde 50,000 a 70,000, y las cadenas uy &€ poseen cinco dominios
(uno V y cuatro C) en vez de los cuatro de las cadenas yy a. La cadena ¢ tiene un peso

molecular intermedio que se piensa se debe a un aumento en la region de la bisagra. De
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esta manera, la cadena 3, tiene una region extendida de la bisagra, que consiste de cerca
de 60 aminoacidos lo que incluye 14 cisteinas, y esto determina el nimero de enlaces

disulfuro intracatenarios de H en la Ig G3. (61)

La clase de la cadena H determina las cinco clases de inmunoglobulinas: IgG, IgA,
IgM, IgD e IgE. Dos cadenas y combinadas con dos cadenas L A o dos k, constituyen una
molécula de IgG, la clase principal de inmunoglobulinas en suero. De manera similar, dos
cadenas u y dos cadenas L forman una subunidad IgM; las moléculas IgM son
macroglobulinas que consisten de cinco de estas unidades basicas de cuatro cadenas. La
IgA es polidispersa, y comprende de una a cinco de tales unidades. Las otras clases (IgD e

IgE), lo mismo que la IgG, consisten de una sola unidad de cuatro cadenas. (61)

2.1.7 MIELOMA MULTIPLE

2.1.7.1 GENERALIDADES

El Mieloma Multiple se encuentra dentro del grupo de las enfermedades
plasmocelulares, es una neoplasia de las células plasmaticas, ocurre usualmente en la
médula 6sea, pero algunas veces en otros sitios del cuerpo; en un primer tiempo se identificd
con varias de las células medulares, asi es que se hablaba de mieloma mieloblastico,
eritroblastico, etc. Hasta que por fin se identific6 como célula caracteristica al plasmocele
inmaduro, maligno. Habitualmente el plasmocele es una célula normal en la médula ésea,
gue interviene en la defensa contra las enfermedades formando anticuerpos ( célula plasmatica.

Linfocito B). (66)

El primer paciente descrito, de apellido McBean, era un alpinista y fue diagnosticado
en 1845 por el Dr. Macintyre. Cada ascenso que hacia implicaba una costilla fracturada. En
ese tiempo la anemia, que es muy comun en el mieloma por el compromiso medular con las
células malignas, se trataba dandole a comer al paciente una oblea con limadura de fierro, y
los dolores musculares se trataban con "ARNICA" (supongo que McBean padecia también de anemia
y dolores musculares). Bueno, este enfermo terminé con una enfermedad que se llamé Mollites
Osseun, que significa "hueso carcomido”, pues esto es algo que ocurre en el mieloma. El
médico que lo vio en ese tiempo descubrié algo muy raro al hacer el examen de orina: la

albumina precipitaba al ser calentada a tan sélo 40°C, en circunstancias de que la albumina
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urinaria normal precipita a temperatura de ebulliciébn (100°C). Luego de un examen muy
prolijo descubrié que ésta era una albumina especial, de un peso molecular muy bajo: entre
50.000 - 200.000 Kd; que hoy conocemos como proteina de Bence-Jones, cuya

caracteristica es precipitar entre 40 y 60 °C. (66)

La importancia de la albumina de Bence-Jones se da a partir de 1956 y es que
implica un prondstico mas maligno del mieloma, porque se deposita en los tubulos renales
junto con el calcio, el &cido Urico y células descamadas; formando un tapon en los tlbulos
gue lleva a la insuficiencia renal. En este tipo de mieloma de cadenas livianas (albumina de
Bence-Jones*) el paciente no dura mas de 1 6 2 afios, en circunstancias que los otros

mielomas duran entre 3 a 5 afios, salvo excepciones. (66)

En 1889 siguieron los descubrimientos y Kahler hizo la descripcion general de la
enfermedad, que pasé a llamarse "enfermedad de Kahler". Ahora, claro, los rusos le llaman

"enfermedad de Lusinski", y los italianos de otra manera... (Aqui el doctor cuenta de cémo casi se
hace famoso con el craneo de una momia que parece que tenia mieloma, pero el padre Le Paige no le presto el

craneo para cerciorarse...) (66)

Las lesiones caracteristicas del mieloma son las Geodas, pequefias destrucciones
circulares de hasta 1cm, de los huesos, que a veces son confluentes como los huesos de la
pelvis, llegando a tener varios centimetros. Son Unicamente osteoclasticas, sin atisbo de
nueva formacién de hueso, aunque pueden acompariarse de fibrosis. Esto las diferencia de

las lesiones por canceres metastasicos, en que si puede encontrarse nuevo hueso formado.
(66)

La frecuencia del mieloma en Chile se ha casi cuadruplicado, hace veinte afios se
tenia 0,6 casos por 100.000 habitantes; ahora se tienen 2 por cada 100.00. El primer caso en
Chile, fue del telefonista de la posta, que sufrié una fractura de tres costillas por un codazo.
Era un paciente con proteinuria (compromiso del rifién), sin edema y sin HTA, pero tenia

insuficiencia renal. Se le hizo una puncién esternal y se confirmé el diagnéstico de mieloma.
(66)
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2.1.7.2 DEFINICION CLINICA DE MIELOMA MULTIPLE

El Mieloma Multiple, mielomatosis o enfermedad de Kahler, es el prototipo de
gammapatia monoclonal maligna. Las manifestaciones se deben, por una parte, a la
proliferacibn tumoral plasmocelular (lesiones esqueléticas, anemia, hipercalcemia e
infiltraciébn de diversos o6rganos y tejidos) y, por otra, a la produccién de la proteina
monoclonal por parte de las células mielomatosas (insuficiencia renal, predisposicion a las

infecciones, sindrome de hiperviscosidad). (26)

El Mieloma Multiple es un cancer de la médula 6sea. Mas especificamente es un
crecimiento incontrolable de las células plasmaticas. Se encuentra comiunmente en las
personas de edad, pero cada vez mas gente joven contrae la enfermedad y en casos no
frecuentes en nifios. Las células plasmaticas son una parte importante del sistema
inmunoldgico del cuerpo. Estas células se producen en la médula ésea y se transportan en el
torrente sanguineo. La medula ésea es la fabrica del cuerpo que produce las células
sanguineas. Esta se encuentra en todos los huesos, pero se concentra en el adulto en la
pelvis, costillas, columna y en los huesos largos de los brazos y piernas. Normalmente las
células plasmaticas comprenden una pequefia porcion. Las personas que padecen mieloma
tienen un crecimiento descontrolable de las células plasmaticas. Por ello, presentaran un
incremento de las células plasmaticas en la médula 6sea (superior al 10%, y a menudo mas
del 90%). Dada la elevada cantidad, estas células se visualizan con el microscopio en un
preparado de médula como capas de células plasmaticas. Las células plasmaticas malignas
tienen la particularidad de ser monoclonales (es decir, se originan a partir de una sola célula

defectuosa que inicio el ciclo de crecimiento canceroso sin control). (47)

2.1.7.3 HISTORIA
1844: Los primeros casos descritos de “mollitis y fragilis oseum” (hueso blando y fragil).

1850: El paciente Thomas Alexander McBean fue diagnosticado en 1845 por el Dr. William
Macintyre, en el consultorio de la calle Harley en Londres. El inusual problema de la orina se

descubrié por una investigacion completa realizada por el Dr. Henry Bence Jones, con una
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publicacién de su encuentro en 1848. Mr. John Dalrymple (un cirujano) not6 y publicé en
1846 que las enfermedades del hueso contenian células, subsecuentemente demostré que
eran células del plasma. Dr. Macintyre publicé los detalles completos de un caso de mieloma
de Bence Jones en 1850. En retrospectiva esto fue notado por el Dr. Solly que publicé un

caso de mieloma (Sarah Newbury) en 1844.

1873: Rustizky introdujo el término de “Mieloma Maultiple”designado a la presencia de

tumores multiples en los huesos.

1889: Otto Kahler (Viena) public6 un detalle clinico descrito en el Mieloma Multiple

(“enfermedad de Kahler”).
1890: Ramadn y Cajal aportaron con la primera descripcion exacta de las células plasmaticas.
1900: Wright descubri6é que las células del Mieloma Mdltiple eran células plasmaticas.

1903: Weber not6 que el mieloma era una enfermedad del hueso (lesiones liticas del hueso),

lo cual demostro por rayos X.

1909: Weber también fue él primero en sugerir que las células del plasma en la medula ésea

actualmente producian el mieloma con destruccion 6sea y lambda (Lipari) en su honor.

1930: El diagndstico de rutina del mieloma presentaba dificultades, hasta que a partir de
1930 se realiz6 por primera vez aspirados de médula Gsea. El desarrollo de la ultra

centrifugacion y la electroforesis aporté al diagnéstico.

1953: Al introducir la imnunoelectroforesis, permitié una identificacion exacta de las proteinas

monoclonales.

1956: Karngold y Lipari notaron que las proteinas de Bence Jones tenian relaciéon en un
suero normal, las gamma globulinas son proteinas que en un suero anormal eran semejantes
a las proteinas de Bence Jones. Las proteinas de Bence Jones subsecuentemente fueron

llamadas kappa (K; Karngold).

1958: Se descubri6 el primer farmaco antineoplasico llamado Sarcolysin, y en ese tiempo fue
uno de los primeros tratamientos posible. Luego aparecio el Melphalan (Alkeran) como un

derivado.
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1961: Waldenstrom enfatiz6 la importancia de la diferenciacion entre gammapatias
monoclonales y policlonales. El asociaba que las proteinas Ig M con macroglobulinemia eran

distintas del mieloma.

1962: Primer reporte de un préspero tratamiento de mieloma con Melphalan (Alkeran) por

Bergsagel.

1964: Primer reporte de un nuevo tratamiento para el mieloma con ciclofosfamida (cytoxan)

por Korst. Los resultados con Melphalan y ciclofosfamida mas bien fueron similares.

1969: La combinacion de melphalan con prednisona (MP) (por Alexanian) demostré dar

mejores resultados que solo con melphalan.

1975: Durie/Salmon introdujeron el primer esquema del sistema del mieloma. Esto permitio
que los pacientes puedan ser clasificados y ello contribuya a su beneficio para la
gquimioterapia y diferenciar los estados de la enfermedad (I/Il/lll, A o B).

1976 — 1992: Varias combinaciones de quimioterapias se han tratado incluyendo el régimen
M2 (BMCP), VMCP - VBAP, y ABCM que indica algun beneficio versus MP. Sin embargo, en
1992 se compard la meta de andlisis (Gregory) y se demostré que los resultados eran

equivalentes para todas las combinaciones.

1979 — 1980: Labeling indic6 el aumenté de las fracciones en el andlisis, fue el primero en

introducir un test en mieloma y la relacién con otras enfermedades.

La remisién estable en la primera fase del mieloma se identific6 claramente con las

células del mieloma y su aumento en la fraccién de L1% = 0%.
1982: Se reportd el primer transplante de gemelos con mieloma (Fefer y Osserman).

1983: Primer uso de suero 2 microglobulina para un test prondstico en mieloma (Bataille y

Durie).
1984: Primer reporte del uso de VAD quimioterapia (Barlogie y Alexanian).

1984 — 1986: Primeros reportes de transplantes alogénicos en mieloma (varios

investigadores).
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1986 — 1996: Innumerables estudios evaluaron las dosis altas de terapias con autdlogos de
médula ésea o célula stem que se preservaban en el mieloma (varios investigadores).
Ambos el simple (McElwain) y el doble (Barlogie) introdujeron los procedimientos del

transplante.

1996: Primer reporte de un estudio casual indica el beneficio de altas dosis de terapia con
transplante de médula 6sea versus quimioterapia standard (Attal). Sin embargo, el andlisis

no llegd a su meta para ser comparado con otros largos estudios que se realizaron.

La combinacién de melphalan — prednisona (MP) dio una respuesta objetiva en un 50
— 60 % de los pacientes. Muchas otras “poliquimioterapias” tienden a proyectar como
tratamiento, desde que no se obtuvieron mejores resultados. MP hoy en dia es el “modelo
oro” de terapia para el mieloma. Aunque altas dosis de terapia (Ej.: altas dosis IV de
melphalan) pueden mejorar la remision en pacientes sintométicos con enfermedad
avanzada, el impacto de supervivencia a dado lugar a una contribucion completa para el

tratamiento en el mieloma. (22

2.1.8 EPIDEMIOLOGIA, INCIDENCIA, EDAD Y SEXO

El Mieloma Multiple constituye la neoplasia de células plasméaticas y es la
segunda enfermedad hematolégica mas frecuente. Aunque la enfermedad es
predominantemente un cancer en personas mayores (la media es de 65 a 70 afos),
estadisticas recientes indican que la incidencia ha aumentado y que afecta a personas
cada vez mas jovenes. Cada afio hay casi 19.000 casos nuevos y mas de 14.000 muertes
provocadas por esta enfermedad en la Union Europea. Aproximadamente hay en todo el

mundo 74.000 casos nuevos y mas de 45.000 personas mueren cada afio. (50)

El mieloma habitualmente aparece tarde en la vida. Se observa en todas las razas y
es dos veces mas frecuente en hombres que en mujeres; es decir, la relacion es de 2:1; en
cambio la prevalencia en hombres y mujeres es mas o menos la misma. La mayor

prevalencia se presenta en la 3ra edad (entre los 40 y 60 afios). (26, 37)

La incidencia del Mieloma Mdultiple es de 4 casos/100.000 habitantes por afio.

Representa el 1% de todas las neoplasias y alrededor del 10% de las hemopatias malignas.
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Solo el 15 y el 2% de los pacientes tienen menos de 50 y 40 afos, respectivamente. En las

series actuales estudiadas no existe un claro predominio sexual. (26)

La frecuencia del mieloma ha ido en aumento en todo el mundo. Hace 20 afios se
reportaban 0,6 casos por 100.000 habitantes; ahora se reportan 2 por cada 100.000, o sea,

su frecuencia se ha casi cuadruplicado, igual que con el linfoma no Hodgkin. (26)

Este afio habré alrededor de 1300 casos de Mieloma Multiple en la Argentina. Esta
enfermedad es raramente observada en pacientes menores de 40 afios. El 90% de los
pacientes tienen mas de 55 afios, mientras que el 50% tienen mas de 70 afios cuando se les

realiza el diagnéstico. (24)

Los estudios epidemioldgicos del Instituto Carlos Ill en Espafia, han revelado
interesantes datos de mortalidad por mieloma, se analizaron poblaciones en un entorno de 0
a 30 Km. de las centrales nucleares y de las instalaciones de combustible en Garofia, Zorita
y Almaraz. El Mieloma Mdltiple, sin relacion demostrada con la radiacién, ha sido detectado
en Zorita con el maximo valor de mortalidad. Esta enfermedad pudiera estar relacionada con
productos utilizados habitualmente en el entorno rural como son los pesticidas. Se
desconoce la relacion entre el uso de determinados productos y el mayor indice de la
enfermedad. En el caso de que la central nuclear fuera la causa principal, el valor maximo
deberia darse en los propios trabajadores de la central o en el entorno mas préximo a la
central; mientras que los casos de mieloma anteriores al afio 1989 fueron dificiles de estudiar
debido a que su diagnéstico es posible a avances médicos posteriores a esta fecha. Para su
diagnosis es necesaria la biopsia de medula 6sea y otras practicas disponibles desde los
afios noventa. La media de muertes por mieloma en Guadalajara esta por debajo de la

media espafiola. (27)

En Chile, en los ultimos cinco afos se ha registrado un aumento de la frecuencia del
Mieloma Multiple, enfermedad que aun no tiene cura y cuyo origen no se ha determinado
cientificamente. Se trata del Mieloma Multiple, el segundo cdncer hematologico de mayor
relevancia, que se caracteriza por la acumulacion de células plasmaticas malignas en la
médula désea y, con menor reiteracion, en tejidos blandos y visceras. Las estadisticas
sefialan que en los Ultimos cinco afios se ha producido un aumento en su frecuencia,
especialmente en personas menores de 55 afos. Ello, pese a que el promedio de edad de

quienes lo contraen es de 70 afios; la recurrencia de esta patologia es de aproximadamente
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750 casos anuales. Los estudios realizados por el Dr. Guillermo Conte, Jefe de la Seccion de
Hematologia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile indican que se ha observado
dicho incremento y, lo que es mas llamativo, la presencia de la enfermedad en personas de
40 aflos o menores y, en muchas oportunidades, de una manera muy agresiva. Segun el
especialista, no existe una causa conocida de esta enfermedad, aunque se han considerado
las pinturas, los solventes y los pesticidas como factores etiologicos y agregé que
investigaciones actuales plantean un posible origen viral. Aln cuando no se ha podido lograr
una cura para el Mieloma Mdltiple, la aparicion de nuevos prondsticos e innovadoras
alternativas terapéuticas, como el transplante de médula 6sea, ha permitido una sobrevida

prolongada y una éptima calidad de vida para el paciente. (70)

Asi también, el Mieloma Multiple es responsable del 10 % de los canceres
hematoldgicos, es causa de muerte de aproximadamente, 10.000 norteamericanos cada
afo. La enfermedad es mas comun en los ancianos, los negros son 2 veces mas afectados
gue los blancos. La causa del Mieloma Multiple se desconoce y su extension,
complicaciones, sensibilidad a los medicamentos y evolucién clinica varian grandemente
entre la poblacion de pacientes. Puesto que muchos aspectos sobre la biologia de esta

enfermedad se discuten recientemente. (4)

Sin embargo, las perspectivas para los pacientes con Mieloma Mdultiple estan
mejorando constantemente, debido a que los nuevos tratamientos estan sumando afios a los
porcentajes de supervivencia. Nuevas combinaciones de drogas han sido aplicadas para el
tratamiento de esta enfermedad con resultados alentadores. Muchos de los progresos
realizados para combatir esta enfermedad en la Ultima década, es el resultado de usar
solamente quimioterapia o altas dosis de quimioterapia junto con trasplante autélogo de

células progenitoras de sangre periférica. (24, 25)

2.1.9 CARACTERISTICAS GENERALES

Las células plasmaticas malignas sintetizan una de las inmunoglobulinas en exceso,
habitualmente la Ig G o la Ig A. Esto explica la cuspide que se forma en la curva
electroforética (aguja). La sintesis de las inmunoglobulinas normales por lo general esta
disminuida. La inmunoglobulina consiste de dos pares de cadenas de polipéptidos; un par de

cadenas “pesadas” (peso molecular alrededor de 55,000 cada una) cuyas subunidades
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determinan si toda la molécula pertenece a la clase IgG, IgA o IgM y de un par de cadenas
“livianas” (peso molecular de 20,000 cada una), la cual es la misma para las tres moléculas
(lgG, IgA, IgM). Los dimeros de las cadenas livianas constituyen la proteina de Bence Jones
la cual carece de cadenas pesadas. Puede estar desequilibrada la sintesis de cadenas
pesadas y livianas, por ejemplo un exceso de produccion de cadenas livianas conduce a
proteinuria por proteina de Bence Jones. Las células malignas también pueden sintetizar
s6lo parte de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, en el mielograma de Bence
Jones la cual se caracteriza por hipogammaglobulinemia en el suero y excrecién de grandes
cantidades de proteina Bence Jones en orina, dando una espiga para proteina en la
electroforesis. Con mucha menor frecuencia, son sintetizadas sélo cadenas pesadas. Estas
“‘enfermedades de cadenas pesadas” que pueden involucrar la produccion excesiva de parte
de moléculas IgG, IgA o IgM las cuales clinicamente se parecen mas al linfosarcoma que al

Mieloma Mdltiple. 37)

La amiloidosis, ya sea primaria 0 secundaria, va siempre asociada por lo general con
neoplasias de células plasméticas; proteinas anormales de gammaglobulinas, en especial
aquellas del tipo proteinas Bence Jones, se hallan directamente implicadas en estos

infiltrados tisulares (“amiloide”). (37)

2.1.10 CARACTERISTICAS CLINICAS

Los dolores Gseos constituyen el sintoma mas frecuente. El dolor se localiza
preferentemente en la columna vertebral y la parrilla costal, presenta caracteristicas
mecanicas y se exacerba con los movimientos y con la tos. La anemia también es una
manifestacion clinica frecuente. Puede existir afectacion del estado general, con astenia y
pérdida de peso. La fiebre debida a la propia enfermedad se da en menos del 5% de los
enfermos. En muchos casos la primera manifestacién del Mieloma Multiple la constituyen

infecciones de repeticion, entre las que destaca la neumonia neumocacica. (17, 37)

Otras veces la enfermedad se manifiesta con insuficiencia renal o con sintomatologia
secundaria a hipercalcemia (nauseas, vomitos, poliuria, polidipsia, estrefiimiento, cefaleas,

somnolencia, irritabilidad e incluso coma). La diatesis hemorragica, en forma de epistaxis,

KARINA Z. C. DELGADO FLORES -27 -



DESARROLLO DE UN METODO INMUNOENZIMATICO PARA APOYO AL DIAGNOSTICO Y
SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE

hematurias o equimosis, puede ser también la manifestacion inicial. En ocasiones el motivo
de consulta es la palpacién de una tumoracion sobre el craneo, las claviculas, la parrilla
costal o el esternén. En algun caso, la compresion de la médula espinal constituye la primera
manifestacion. También existen casos asintomaticos (mieloma quiescente o smoldering
myeloma) en los que el hallazgo de una VSG acelerada o de un componente M conduce al
diagnéstico de mieloma. En alrededor del 10% de los casos existe una amiloidosis asociada,
que se puede manifestar por insuficiencia cardiaca congestiva, sindrome nefrético,

neuropatia periférica, dolores articulares o sindrome del tinel carpiano. (17, 37)

El dato exploratorio mas caracteristico es el dolor éseo a la presion de las regiones
afectadas. La palidez cutaneo mucosa, que con frecuencia se observa, se halla en relacion
con el grado de anemia. En una cuarta parte de los casos se palpa hepatomegalia, y en el
5%, esplenomegalia, en general de escaso tamafio. La exploracion neuroldgica puede poner
de manifiesto una paraparesia espastica o un cuadro radicular, principalmente en forma de
ciatalgia. Si hay amiloidosis asociada puede encontrarse macroglosia, sindrome del tunel
carpiano o neuropatia periférica. Los plasmocitomas extradéseos son infrecuentes, pero

pueden producir grandes masas cutaneas. (17, 37)

2.1.10.1 COMPROMISO ESQUELETICO

El 80% de los pacientes con Mieloma Mdltiple tienen alteraciones radiol6gicas en
forma de osteoporosis, ostedlisis y/o fracturas patoldgicas en el momento del diagnéstico. En
el 70% de los casos hay lesiones osteoliticas. Las regiones que con mayor frecuencia se
afectan son el craneo, la columna vertebral, las costillas, el esternén, la pelvis y los huesos
largos proximales. Las lesiones tipicas son puramente osteoliticas y, en general, la
destruccién Osea aparece en forma de focos bien circunscritos, constituyendo las
denominadas geodas o lesiones en “sacabocados”, con escasa o0 nula reaccién esclerosa

circundante. (26)

El craneo constituye la localizacion 6sea mas frecuente. La afectacion de la caja
toracica también es muy frecuente. En ocasiones se aprecian fracturas costales, debidas a

osteoporosis. Otras veces se observan claras ostedlisis, costillas insufladas o desaparicion
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de amplios sectores costales. También pueden comprobarse masas tumorales, que

partiendo de la superficie interna de una costilla simulan una tumoracién pulmonar o pleural.
(26)

En la columna vertebral suele existir una osteoporosis intensa, que origina vértebras
en forma de “cufa” o de lente biconcava. Los hundimientos vertebrales son a menudo
multiples y pueden afectar vértebras distantes entre si, conduciendo a la disminucién de la

talla del paciente, incluso en varios centimetros. (26)

Lesiones osteoscleréticas sélo se registran en el 1-2% de los casos. El diagnéstico
diferencial se debe establecer con las metastasis éseas de neoplasias sélidas. (26)

2.1.10.2 COMPROMISO RENAL

El rifdn se afecta en aproximadamente la mitad de los pacientes con Mieloma
Mdaltiple en algin periodo de su evolucion. El 25-30% tiene insuficiencia renal en el
momento del diagndstico y en el resto la insuficiencia renal aparece en el curso de la
enfermedad. La mayoria de los pacientes con insuficiencia renal presentan proteinuria de
cadenas ligeras, que precipitan en los tlbulos renales, dando lugar al denominado rifién del
mieloma. Se han descrito casos aislados de acidosis tubular renal y sindrome de Fanconi del
adulto, probablemente ocasionados por trastornos tubulares especificos, relacionados con la
excrecion de cadenas ligeras. Los glomérulos estdn preservados, excepto en dos
situaciones: cuando existe amiloidosis, predominantemente asociada a cadenas ligeras
lambda, y en la denominada enfermedad por depésito de las cadenas ligeras, en general de
tipo kappa. En ambos casos suele existir una proteinuria de tipo glomerular y con valores de
sindrome nefrético, a diferencia del patron tubular, que se observa en el tipico rifién del
mieloma. La hipercalcemia es el factor desencadenante de la insuficiencia renal en el 50%
de los casos. La practica de una urografia intravenosa, los procesos infecciosos (neumonias,
infecciones urinarias, gastroenteritis), asi como las intervenciones quirargicas, pueden
provocar una deshidratacion y ser el desencadenante de una insuficiencia renal aguda. No
obstante, en algunos casos (5%) el Mieloma Multiple se presenta en forma de insuficiencia

renal aguda sin que se halle una causa desencadenante. Cuando la insuficiencia renal es
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moderada (creatinina de 2-4 mg/dl; 177-354 mol/L) o se debe a hipercalcemia, es reversible
en alrededor de la mitad de los casos. Por el contrario, la insuficiencia renal grave (creatinina

8 mg/dl; 704 mol/L) casi siempre es irreversible y tienen un pronéstico letal a corto plazo. (26)

2.1.10.3 COMPROMISO NEUROLOGICO

La compresion medular y/o de las raices nerviosas es la complicacién neuroldgica
mas frecuente del Mieloma Multiple. La radiculopatia es la complicacion més habitual y
suele ser de localizacién lumbosacra. El dolor radicular es consecuencia de la compresion
nerviosa por afectacion mielomatosa o por aplastamiento vertebral. La compresion de la
médula espinal o de la cola de caballo por un plasmocitoma extradural se da en el 5-10% de
los casos y puede ocasionar una paraplejia irreversible si no se efectda un tratamiento
inmediato. Otras complicaciones neurolégicas raras del mieloma son la polineuropatia
sensitivo motora, la afeccion intradural, la leucoencefalopatia multifocal progresiva y la
mielomatosis meningea. Si hay amiloidosis asociada los depdsitos de amiloide pueden
comprimir el nervio mediano y provocar un sindrome del tanel carpiano. La hipercalcemia
puede ocasionar encefalopatia con cefalea, somnolencia, irritabilidad, convulsiones e incluso

coma, que requiere un tratamiento de urgencia. (26)

2.1.10.4 INEECCIONES

Las infecciones bacterianas constituyen la principal causa de morbilidad y mortalidad
en los pacientes con Mieloma Mualtiple. Las mas frecuentes son las pulmonares y las
urinarias. El neumococo es el agente etiolégico mas comun de las infecciones pulmonares,
mientras que los bacilos gramnegativos lo son de las urinarias. Algunos pacientes padecen
neumonias neumocécicas de forma recurrente. Alrededor del 10% de los enfermos
presentan herpes zoster. El aumento de la predisposicion a las infecciones es multifactorial.
Probablemente, la disminucion de las inmunoglobulinas policlonales es el factor mas
importante en las infecciones por neumococo; la adicion de otros factores, como
hospitalizacion, inmovilizacion, administracion de quimioterapia e insuficiencia renal, facilita

las infecciones por gérmenes gramnegativos. (26)
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2.1.11 PATOLOGIA, FISIOPATOLOGIA Y DATOS CLINICO -
LABORATORIALES

Por lo general la enfermedad es incurable, excepto quizas por lo siguiente (pacientes
jovenes, enfermedad temprana, un riesgo bajo); para lo cual puede realizarse un transplante
de médula ésea o célula stem singénico (gemelos) o alogénico; ello puede dar lugar a que

en un largo tiempo se presente la recaida y asi sea mayor la opcion de supervivencia. (26)

La médula 6sea, por lo general, estd infiltrada con ndédulos de células de mieloma,
aungue a veces se aprecia afeccién difusa. Las células son plasmaticas anormales con
citoplasma abundante positivo a MGP y PAS, ndcleos con cromatina fina y un solo nucléolo
grande. Las mitosis son raras, pero los pacientes pueden desarrollar enfermedad mas

malignha con mitosis, por ejemplo, IBS-B. (61)

El incontrolable crecimiento de las células plasmaticas da lugar a una serie de
consecuencias que incluyen falla al nivel de la médula 6sea, incremento del volumen y
viscosidad del plasma, supresion de produccion de inmunoglobulinas normales, destruccion
del esqueleto e insuficiencia renal. Nunca sé a presentado la enfermedad por muchos afios

en forma asintomatica. En la fase sintomatica se presenta mas comiunmente dolores 6seos.
(17, 37)

2.1.11.1 ETIOPATOGENIA INMUNOLOGICA

En cualquier desorden como por ejemplo desordenes tubulares renales,
nefrotoxicidad por medicamentos, Lupus, en los cuales resulta aumento en el catabolismo de
inmunoglobulina, puede producir aumento en los niveles de las cadenas livianas. La
presencia de una cadena ligera monoclonal es gran evidencia de la existencia de un proceso
maligno tal como Mieloma Multiple, macroglobulinemia de Waldenstrdm, amiloidosis y
ocasionalmente malignidades epiteliales como aquellas de pulmén o intestino. En casos muy
raros pueden aparecer niveles altos asociados con infeccion severa y con enfermedades que
tienen implicacién inmunoldgica, tal como endocarditis bacteriana subaguda. En estos casos

las proteinas desaparecen hasta la resolucion del proceso primario. Las cadenas livianas
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han sido asociadas con ciertas formas de amiloidosis. En muchos de estos casos los
depositos del tejido amiloide consisten en proteinas que reaccionan con antisuero contra las

cadenas livianas. (18)

Las 5 clases de inmunoglobulinas contienen cadenas livianas como una porcion
integral de la molécula total, pero hay solo 2 tipos de cadenas livianas, kappa y lambda. La
porcion terminal de las cadenas livianas y pesadas forman un sitio de unién antigénica con
diversa especificidad. Las cadenas ligeras libres estan aumentadas en una variedad de
desérdenes en el metabolismo y sintesis de inmunoglobulinas, la mayoria draméaticamente
en monogamapatias de tipo benigno o maligno. Las moléculas existen como mondmeros o
dimeros, producidas por inmunocitos 0 ya existentes en conjunto con inmunoglobulinas
intactas. Las cadenas livianas son eliminadas y destruidas por el rifién normal; sin embargo,
como en la falla renal progresiva, los niveles sericos estan aumentados. El término
"Proteinas de Bence Jones" es a menudo aplicado incorrectamente para todas las cadenas
livianas no asociadas. De hecho, este término deberia ser aplicado solamente a un gran
namero de pequefas cadenas livianas urinarias que presentan termolabilidad clasica (test de
Bence-Jones). Menos del 10% de todas las cadenas livianas presentes en la orina podrian
reaccionar de manera clasica. Algunas cadenas urinarias livianas han sido llamadas
"determinantes ocultos” que sugieren una enfermedad maligna. Algunos antisueros

comerciales disponibles reconocen estos epitopes. (18)

2.1.11.2 SINTOMAS Y SIGNOS

La Unica manifestacibn puede ser la anemia, aunque puede existir dolor 6seo
constante que se exacerba con el movimiento, dolor (especialmente en la espalda) y
fracturas espontaneas. En general, el higado y el bazo no se encuentran crecidos. En
ocasiones se observan tumores extramedulares de células plasmaticas, localizados en
bucofaringe, piel o sitios proximos a la médula espinal. Es frecuente encontrar una notable

pérdida de peso. (37)
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2.1.11.3 DATOS DE LABORATORIO

La anemia es moderada y de tipo normocitico y normocrémico. Se halla aumentada la
tendencia a la formaciéon de “cilindros celulares”, lo cual interfiere con la realizacién de la

cuenta globular, de frotis, de determinaciones de grupos sanguineos y de pruebas cruzadas.
(37)

En el 90% de los pacientes la velocidad de eritrosedimentacién (VSG) esta muy
acelerada, siendo, por lo general, superior a 100 mm en la primera hora. Sin embargo, en el
5-10% de los casos (mielomas de cadenas ligeras con escaso componente M) la VSG es
inferior a 25 mm en la primera hora. El 60-70% de los pacientes presentan anemia por

infiltracion medular. (26)

El recuento de leucocitos es casi siempre normal. En el 15% de los pacientes hay
trombocitopenia. El paso de células plasmaticas a la sangre periférica es muy infrecuente vy,
cuando se observa, rara vez excede del 5%, excepto en los casos de leucemia de células
plasmaticas. En la extension de sangre periférica es tipico que los hematies se agrupen
formando pilas de monedas (rouleaux). En el 20-30% de los casos hay hipercalcemia en el
momento del diagndstico y en otro 30% aparece durante el curso de la enfermedad. Una
cuarta parte de los pacientes presentan insuficiencia renal. En el 90% de los mielomas IgG e
IgA la viscosidad plasmatica es superior a la normal (1,8 cp). Sin embargo, en general la
elevacién es poco intensa. Tanto una viscosidad superior a 5 cp como el sindrome clinico de

hiperviscosidad son muy raras en el Mieloma Multiple. (26)

En el aspirado de médula désea suele encontrarse una infiltracion por células
plasmaticas superior al 20%. Aunque existen casos de mieloma bien demostrado que cursan
con una plasmocitosis medular muy discreta (5-10%), una proporcién de células plasmaticas
en médula 6sea inferior al 10% orienta hacia una gammapatia monoclonal idiopatica o hacia
una plasmocitosis reactiva (cirrosis hepatica, colagenosis, infecciones crénicas, SIDA). En
los casos de mieloma, las células plasmaticas suelen ser de gran tamafio, con cromatina
poco condensada y nucléolos prominentes. A veces muestran grandes inclusiones proteicas
redondeadas en su citoplasma (cuerpos de Russell), agregados de esférulas de aspecto

vacio (células en forma de mérula o células de Mott) o bien presentan caracteristicas
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tintoriales peculiares, como ocurre con las células plasméticas flameadas. Sin embargo, las
células plasmaticas no siempre adoptan una morfologia normal. EI microscopio electrénico
pone de manifiesto un reticulo endoplasmico muy desarrollado, caracteristico de las células

gue estan sintetizando proteinas. (26)

El proteinograma electroforético revela una banda homogénea evidente en el 85% de
los casos. En el 15% restante la electroforesis sérica es normal o tiene sé6lo una pequefia
banda (mielomas de cadenas ligeras, algunos casos de mielomas IgG con escaso
componente My los raros casos de mieloma IgD y no secretor). En los mielomas tipo IgG, el
componente M suele migrar hacia la zona de las gammaglobulinas, dando lugar a una banda
estrecha, mientras que en los IgA lo hace hacia la zona de las betaglobulinas, formando una
banda mas ancha. La proteinuria de Bence-Jones constituye un hecho muy caracteristico,
que se encuentra en la mitad de los casos. La clasica proteina de Bence-Jones precipita
cuando se calienta hacia 50-60 °C y se disuelve de nuevo a 90-100 °C. El estudio cualitativo
de las inmunoglobulinas mediante inmunoelectroforesis resulta imprescindible para identificar
la clase que se produce en exceso y para confirmar su caracter monoclonal. El estudio
cuantitativo o dosificacién de las distintas inmunoglobulinas se efectda habitualmente por
inmunodifusion radial simple. Ademés del aumento de la inmunoglobulina monoclonal, en el
75% de los casos de Mieloma Multiple existe una disminucion de las inmunoglobulinas
policlonales normales. La distribucion del Mieloma Multiple segun el tipo de inmunoglobulina
es la siguiente: 1gG (55-60%), IgA (20-30%), cadenas ligeras —Bence-Jones puro— (10-20%),
IgD (2%), no secretor (1-2%); los tipos IgM e IgE son excepcionales. La relacion de cadenas
ligeras kappa / lambda suele ser 2/1. (26)

En suero y/u orina se encuentra elevada la proteina M, la cual es una nueva
caracteristica de diagnostico. El tratamiento a dado mejorias en la situacién clinica, cerca de
un 60 % de los pacientes. Los mdltiples periodos de remision y recaida pueden ocurrir. En
general, cada recaida demostrd la presencia de proteina M; y se observaba una remision
corta durante y hasta la fase final de la enfermedad, sobre todo cuando el paciente
presentaba complicaciones. La forma esquematizada del curso tipico de la enfermedad se

ilustra a continuacion: (26)
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Usualmente en la: médula 6sea (mieloma) pero puede solo

Células Plasmaticas
ser extra-medular.

e Solamente lesiones osteoliticas multiples

Esqueleto Se encontré: Osteoporosis difusa

asociados los efectos de Elevacion de calcio en suero

destruccion Osea e Hipercalciuria

e Pérdida de altura

Mieloma extra 6seo Mas comunmente en el area de cabeza / cuello Ej.:
nasofaringe, puede establecerse en higado, riflones y otros

(Ej. : fuera del hueso) tejidos blandos.

e Anemia, coagulacién anormal

e Leucopenia, trombocitopenia

Sangre periférica . . o
grep Leucemia de células Plasmaticas

e Circulacion de linfocitos B monoclonales
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e Hiperproteinemia 80-150 gr/l
e Hipervolemia
e Inmunoglobulinas monoclonales (IgG, IgD, IgA, IgM, IgE,

cadenas livianas)

Cambios en las proteinas Amiloidosis

del plasma e Estrechos puentes aniénicos
¢ En suero la B-2-microblogulina, elevada
¢ Disminucién de albamina en suero

e Elevacion en suero de 1l-6 y C.R.P. (proteina C — reactiva)

e Proteinuria, leucocitosis o eritrocitosis

Anormalidades del rifion e  Disfuncién tubular con acidésis y uremia

Durie Brian G.M. (22)

De los pacientes con mieloma, el 93% tienen mdltiples lesiones éseas y solo el 3%
tiene una lesion. Al parecer el 4% tiene solo lesiones extra-0seas que son representadas en
un subgrupo de enfermedades distintas y tienen un tratamiento caracteristico; este subgrupo

no forma parte de este contexto que se analiza. (22)
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Tipos de Proteinas Monoclonales (componentes - M) Porcentajes / totales

Tipos de Suero:

Ig G 52
21
9 A 75%
lg D 2
Ig E <0.01
Orina (solo Bence Jones) tipos K (Kappa) L (Lambda) 11%
Cadenas H solo (G o A) <1
2 0 mas paraproteinas monoclonales <1
2%
Paraproteinas no monoclonales 1
*IgM 12%

*IgM (raramente mieloma) tipicamente asociado con macroglobulinemia Waldenstroms mas
gue mieloma.

Origen: Datos en 1,827 pacientes con mieloma, recolectado y analizado

por Pruzanskiy Ogryzlo, 1970.

El volumen del plasma se eleva, debido al alto contenido total de proteinas en suero.
Esto podria ser un seudo caso de hiponatremia (baja cantidad de sodio en suero). Altas
concentraciones de proteinas en el mieloma pueden llevar a una clinica del “sindrome de

hiperviscosidad”. (22)

No es comun la precipitacion difusa de proteinas en el mieloma a nivel de los tejidos
del rifidn, que al combinarse con la formacion de restos empeoran la funcion del rifién
(“mieloma del rindn”). Muchos otros factores, Ej.: infecciones, pueden resultar un
empeoramiento de la funcién renal. Algunas veces esta enfermedad esta precedida por
anormalidades presentes en los rifiones, por ejemplo, el sindrome de Fanconi en adultos, un

selectivo defecto tubular renal. (22)
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2.1.12 FORMAS CLINICAS ESPECIALES

2.1.12.1 MIELOMA QUIESCENTE (SMOLDE- RING MYELOMA)

Es una forma de mieloma descrita por KYLE y GREIPP en 1980 y en la que se
incluyen los pacientes que presentan un componente M sérico superior a 3 g/dl y mas del
10% de células plasmaticas en médula 6sea, sin anemia, ostedlisis, insuficiencia renal ni
otras manifestaciones debidas a la gammapatia monoclonal. Probablemente se trata de una
entidad més proxima a la gammapatia monoclonal idiopética (GMI) que al Mieloma Multiple.
De hecho, muchos pacientes con mieloma quiescente permanecen estables durante afos

sin requerir tratamiento citostatico. (26)

2.1.12.2 LEUCEMIA DE CELULAS PLASMATICAS

La leucemia de células plasmaticas (LCP) es una forma poco comun de discrasia de
células plasmaticas, que puede presentarse de novo (LCP primaria) o a lo largo del curso
evolutivo de un Mieloma Mudltiple (LCP secundaria). Para su diagndstico se exige la
presencia en sangre periférica de una cifra absoluta de células plasmaticas superior a 2 x 10°
/L o una proporcion superior al 20% en la formula leucocitaria. Su incidencia se sitta entre el
1-5% del total de los casos de Mieloma Mdltiple. Los pacientes con LCP tienen mas
alteraciones citogenéticas y valores mas elevados de interleucina 6 (IL-6) que los enfermos
con Mieloma Multiple convencional. La evolucion de la LCP es aguda y la respuesta al
tratamiento suele ser desfavorable, por lo que el pronédstico es infausto a corto plazo. Los
pacientes con LCP primaria responden mejor a la poliquimioterapia que a la asociacion de

melfalan y prednisona. Sin embargo, la respuesta es de corta duracion. (26)

2.1.12.3 MIELOMA NO SECRETOR

En alrededor del 1% de los pacientes con Mieloma Mdultiple no se puede detectar
componente M en plasma ni en orina (mielomas no secretores). Sin embargo, en la mayoria
de ellos se puede demostrar, por métodos inmunocitoquimicos o inmunofluorescencia, la

presencia de la inmunoglobulina monoclonal en el citoplasma de las células plasméaticas
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(mieloma “no excretor”). Se han descrito casos aislados en los que no se ha podido objetivar
la produccion de inmunoglobulina por parte de las células plasmaticas (mieloma “no
productor” o no secretor propiamente dicho). La clinica, la respuesta al tratamiento y la
supervivencia son similares a las del Mieloma Multiple en general, excepto en que hay

menor incidencia de insuficiencia renal. (26)

2.1.12.4 MIELOMA OSTEOSCLEROTICO

El dato clinico mas caracteristico es una polineuropatia periférica de predominio
motor. Las lesiones osteoscleréticas pueden ser Gnicas o multiples. La proporcién de células
plasméaticas en médula 6sea suele ser inferior al 5%. El diagnostico se efectia mediante
biopsia de una lesion osteosclerosa. En la mayoria de los casos el componente M es de tipo
IgA y la cadena ligera suele ser de tipo lambda. A diferencia de lo que ocurre en el Mieloma
Multiple, la cifra de hemoglobina es normal o elevada y con frecuencia existe trombocitosis,
mientras que la insuficiencia renal y la hipercalcemia son raras. Su asociacion con
hiperpigmentacion cutéanea, edemas, alteraciones endocrinas (diabetes, amenorrea,
impotencia), acropaquia y hepatoesplenomegalia constituye el sindrome de POEMS
(polineuropatia, osteosclerosis, endocrinopatia, componente monoclonal y alteraciones

cutaneas). (26)

2.1.12.5 MIELOMA EN PACIENTES JOVENES

Se han descrito algunos casos de Mieloma Mdltiple en pacientes menores de 30
afos. En estos casos la enfermedad suele ser bastante atipica (afectacion esquelética
politbpica, a veces con extension extra-6sea, con poca infiltracion plasmocelular de la
médula 6sea y escaso componente M). La progresion de la enfermedad suele ser lenta y la
supervivencia prolongada. Sin embargo, se han descrito casos de mieloma en pacientes
jovenes con comportamiento clinico agresivo y supervivencia corta. En una amplia serie de
pacientes menores de 40 afios, la presentacion clinica fue similar a la de los pacientes de
todas las edades, aunque se registrdO mayor frecuencia de afectacion extramedular, y en un
tercio de los casos se trataba de mieloma de cadenas ligeras. Aunque la respuesta al

tratamiento fue similar al de otras series, la mediana de supervivencia fue de 54 meses. (26)
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2.1.12.6 PLASMOCITOMAS LOCALIZADOS

Existen plasmocitomas que se presentan en una sola localizacion, ya sea en la
médula O6sea (mieloma solitario) o en tejidos blandos (plasmocitomas extramedulares).
Representan menos del 10% de todos los tumores de células plasmaticas. El diagndstico de
plasmocitoma se establece por el hallazgo de una histopatologia plasmocelular monoclonal
(demostrada por inmunohistoquimica), y los criterios de que el tumor esta localizado son:
tumor solitario (6seo o extramedular) y ausencia de infiltracion de la médula ésea por células
plasméticas y de componente M sérico y urinario (0 esta presente en escasa cuantia y
desaparece con el tratamiento). EI mieloma solitario se localiza en la columna vertebral (50%
de los casos) o en los huesos largos periféricos. En el 40% de los pacientes la manifestacion
inicial es una paraparesia o tetraparesia. La mediana de supervivencia es superior a 10
afos. Sin embargo, la supervivencia libre de enfermedad a los 10 afios oscila en las distintas
series entre el 15y el 42%. El resto sufre una recidiva local (12%), una nueva lesion solitaria

a distancia (15%) o evoluciona a Mieloma Multiple (58%). (26)

Los plasmocitomas extramedulares pueden afectar muchos Organos, pero sus
localizaciones mas frecuentes son las vias respiratorias superiores y la cavidad oral (80% de
los casos). En el 20% se encuentran metastasis en ganglios linfaticos cervicales, que a
veces constituyen la primera manifestacion de la enfermedad. El 40-75% de los pacientes
sobreviven libres de enfermedad a los 10 afios del diagnéstico. Las recaidas suelen
producirse en los 5 afios que siguen al diagnéstico. La evolucién a Mieloma Mdltiple se

registra entre el 8 y el 30% de los casos. (26)

2.1.13 DIAGNOSTICO

En general, el Mieloma Mdltiple no plantea dificultades diagndsticas, puesto que
casi todos los pacientes presentan sintomas o alteraciones analiticas propias de la
enfermedad junto a la siguiente triada: componente M sérico y/o urinario, infiltracion medular
por células plasméaticas y lesiones osteoliticas. Las principales dificultades diagnésticas se
pueden plantear con la Gammapatia Monoclonal Idiopatica (GMI), la amiloidosis primaria y

las metastasis O0seas de neoplasias solidas. El diagnostico diferencial entre Mieloma
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Mdaltiple y la GMI no suele resultar dificil, ya que esta dltima suele constituir un hallazgo
casual en individuos que se encuentran asintomaticos, sin anemia, ostedlisis ni insuficiencia
renal y en los que el componente M y la infiltracion medular por células plasmaticas son
escasos. Es importante reconocer a los individuos con mieloma quiescente (infiltracion
medular por células plasmaticas superior al 10% y componente M superior a 3 g/dl), cuya
situacion clinica y biologica se halla mas proxima a la de la GMI que a la del Mieloma
Multiple, ya que no deben tratarse hasta que existan claros signos de progresion de la
enfermedad. Los limites entre el Mieloma Multiple con amiloidosis asociada y la amiloidosis
primaria son también arbitrarios, ya que ambos procesos forman parte del amplio espectro

en el que pueden manifestarse las proliferaciones plasmocelulares malignas. (2s, 37)

Sin embargo, en la amiloidosis primaria la infiltracion medular por células plasmaticas
suele ser inferior al 30%, no existen lesiones osteoliticas y la proteinuria de Bence-Jones no
es masiva. Hay que desconfiar siempre del diagndstico de mieloma si ho hay componente M
en el plasma ni en la orina. Asi, por ejemplo, ante un paciente con dolores Gseos y lesiones
osteoliticas, sin componente M y en el que la sospecha de Mieloma Multiple reside en el
examen histopatol6gico de una biopsia, hay que pensar antes en una neoplasia metastasica,
como el hipernefroma, que en el raro mieloma no secretor. Por otra parte, ante un paciente
con sintomatologia general y lesiones osteoliticas, con un componente M sérico pequefio y
escasa plasmocitosis medular, cabe sospechar la existencia de una neoplasia metastasica

con una gammapatia monoclonal asociada. (26)

En cualquier desorden como por ejemplo: desordenes tubulares renales,
nefrotoxicidad por medicamentos, o0 lupus; existe un aumento en el catabolismo de
inmunoglobulina y se produce un aumento en los niveles de las cadenas livianas. La
presencia de una cadena ligera monoclonal es gran evidencia de la existencia de un proceso
maligno tal como Mieloma Maultiple, macroglobulinemia de Waldenstrdom, amiloidosis y
ocasionalmente malignidades epiteliales como aquellas de pulmén o intestino. En casos muy
raros pueden aparecer niveles altos asociados con infeccion severa y con enfermedades que
tienen implicacién inmunolégica, tal como endocarditis bacteriana subaguda. En estos casos
las proteinas desaparecen hasta la resolucion del proceso primario. Las cadenas livianas

han sido asociadas con ciertas formas de amiloidosis. En muchos de estos casos los
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depositos del tejido amiloide consisten en proteinas que reaccionan con antisuero contra las

cadenas livianas. (18)

Las 5 clases de inmunoglobulinas contienen cadenas livianas como una porcion
integral de la molécula total, pero hay solo 2 tipos de cadenas livianas, kappa y lambda. La
porcion terminal de las cadenas livianas y pesadas forman un sitio de unién antigénica con
diversa especificidad. Las cadenas ligeras libres estan aumentadas en una variedad de
desérdenes en el metabolismo y sintesis de inmunoglobulinas, la mayoria draméaticamente
en monogamapatias de tipo benigno o maligno. Las moléculas existen como mondmeros o
dimeros, producidas por inmunocitos o0 ya existentes en conjunto con inmunoglobulinas
intactas. Las cadenas livianas son eliminadas y destruidas por el rifion normal; sin embargo,
como en la falla renal progresiva, los niveles sericos estan aumentados. El término
"Proteinas de Bence Jones" es a menudo aplicado incorrectamente para todas las cadenas
livianas no asociadas. De hecho, este término deberia ser aplicado solamente a un gran
namero de pequefias cadenas livianas urinarias que presentan termolabilidad clasica (test de
Bence-Jones). Menos del 10% de todas las cadenas livianas presentes en la orina podrian
reaccionar de manera clasica. Algunas cadenas urinarias livianas han sido llamadas

"determinantes ocultos" que sugieren una enfermedad maligna. (1s)

Es por ello que se considera al Mieloma Madltiple de cadena liviana como una
enfermedad maligna que se caracteriza por la presencia de proteina Bence Jones en orina.
Sin embargo, la identificacion y el seguimiento de pacientes con mieloma también se puede
realizar por medio de la busqueda de cadenas livianas en muestras de suero. Una
investigacion realizada por especialistas ingleses sugiere que la deteccion de cadenas
livianas en suero podria reemplazar al andlisis de proteina Bence Jones en orina durante el

seguimiento de los pacientes con mieloma. (29)

"Actualmente, el andlisis de proteina Bence Jones se puede realizar por medio de
electroforesis de muestras de orina. Sin embargo, estos ensayos tienen baja sensibilidad y
los métodos de control de calidad indican que existe un nivel insatisfactorio de confiabilidad.
Ademas, se debe tener en cuenta que la excrecién de cadenas livianas por el rifibn depende
del nivel de reabsorcion que se produce en los tabulos renales. Por lo tanto, las cadenas

livianas de inmunoglobulinas no aparecen en orina si la masa del tumor es pequefia o si la
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produccion de cadenas livianas es ineficiente. Por otra parte, el procedimiento de recoleccién
de orina de 24 horas es complicado, sobre todo en pacientes ancianos", destacé uno de los
autores del trabajo, el doctor Arthur Bradwell, de la Universidad de Birmingham. (29)

Los cientificos evaluaron la presencia de cadenas livianas libres (CLL) en muestras
de suero por medio de un inmunoensayo que detecta cadenas lambda y kappa. El test puede
detectar cadenas livianas en suero en concentraciones bajas. "El inmunoensayo en suero
puede detectar cadenas livianas en concentraciones menores a 1 miligramo por litro. Por lo
tanto, tiene una sensibilidad mucho mayor que los métodos de electroforesis. Este trabajo
demostré que la medicion en suero de CLL se puede usar para identificar y monitorear
pacientes con mieloma de cadenas livianas. Ademas, la evaluacion en suero de CLL es un
marcador mas preciso de la desaparicion completa de la enfermedad en comparacién con el
test en orina. La conveniencia del suero como muestra y la mayor sensibilidad y precision del
inmunoensayo sugieren que el analisis de orina se va a necesitar en forma cada vez mas
escasa para el diagndéstico y seguimiento de estos pacientes”, concluyeron los autores en su

informe. (29)

2.1.14 PRONOSTICO Y EVOLUCION

Actualmente la mediana de supervivencia de los pacientes con Mieloma Multiple es
de 2 a 3 afios. No obstante, la supervivencia varia mucho de unos enfermos a otros, ya que,
mientras que algunos fallecen a los pocos meses del diagnéstico, otros gozan de una
supervivencia superior a los 5 afios. La insuficiencia renal es el factor individual con mayor
influencia pronostica desfavorable. Los principales factores prondsticos son: el grado de
afectacion del estado general, la funcion renal, la cifra de hemoglobina, la calcemia, la
concentracion sérica de albumina y 2 - microglobulina y el indice de proliferacién celular
(labe-llingindex). No obstante, el factor pronéstico mas importante es la sensibilidad de la

clona mielomatosa al tratamiento citostatico. (17, 26)

En todas las series la mediana de supervivencia de los pacientes que no responden
al tratamiento es inferior a un afio, mientras que en los que responden al tratamiento inicial la

mediana es superior a 3 afios. Sin embargo, los enfermos que teniendo un indice de
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proliferacién celular elevado presentan una rapida respuesta al tratamiento (menos de 3

meses) tienen muy mal prondstico, ya que suelen recaer al poco tiempo. (26)

Los pacientes con Mieloma Mdultiple pueden pasar por las distintas fases evolutivas.
En general, los enfermos se diagnostican sin que se tenga evidencia de una fase previa
asintomatica. Sin embargo, algunos pueden pasar por un periodo asintomatico, que puede
durar afios, bien sea en forma de mieloma quiescente o bien en forma de GMI. De hecho,
muchos de los pacientes con mieloma quiescente acaban presentando un Mieloma Multiple
sintomatico (véase mas adelante). Esta progresion esta marcada habitualmente por un
aumento del componente M, aparicibn de dolores Gseos, anemia, hipercalcemia o
insuficiencia renal. Con la quimioterapia se alcanza una respuesta objetiva en alrededor del
50% de los pacientes (desaparicion de la sintomatologia y descenso del componente M), que
persiste 1-2 afios, al cabo de los cuales suele producirse una recaida. La respuesta al
tratamiento es cada vez menos duradera y, si el paciente no fallece por complicaciones
intercurrentes, basicamente infecciones e insuficiencia renal, suele instaurarse la
denominada fase aguda terminal, caracterizada por el deterioro del estado general,
pancitopenia con médula 6sea hipercelular (intensa infiltracion por células plasmaéticas) y, en
ocasiones, fiebre no infecciosa y aparicion de plasmocitomas extramedulares de crecimiento
rapido. En el 2-6% de los casos aparece una leucemia aguda secundaria al tratamiento

alquilante. La infeccion constituye la causa mas frecuente de muerte. (17, 26, 37)

2.1.15 TRATAMIENTO

La mayoria de los pacientes con Mieloma Multiple tienen sintomas o alteraciones
analiticas en el momento del diagndstico, que indican enfermedad activa y, evidentemente,
requieren tratamiento citostatico. Sin embargo, los pacientes con mieloma quiescente deben
controlarse sin administrar tratamiento citostatico hasta que existan signos clinicos o
biol6gicos de progresion de la enfermedad, ya que la mayoria de ellos pueden vivir mucho
tiempo sin necesidad de quimioterapia. Por supuesto, tampoco debe tratarse a los individuos

con GMI. (26, 37)

La valoracion de la respuesta terapéutica en el Mieloma Mdltiple es dificil, ya que

casi nunca se consiguen remisiones completas (desaparicién del componente M y de las
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células plasmaticas de la médula ésea), lo cual condiciona que en la valoracion de la
respuesta se deban considerar distintos grados de remision parcial. Una definicion de
respuesta objetiva, cuyo empleo se estd extendiendo cada vez mas, se basa en la
disminucion superior al 50% del componente M sérico y al 90% del componente M urinario,
mantenidos sin fluctuaciones durante al menos 4 meses, y sin que exista evidencia clinica ni

biol6gica de progresion de la enfermedad (fase de plateau). (26, 37)

2.1.15.1 RADIOTERAPIA

La radioterapia es util en el tratamiento de fracturas patoldgicas, grandes lesiones
liticas de huesos largos o vértebras y tumoraciones extraesqueléticas, como los
plasmocitomas extradurales. Sin embargo, cabe sefialar que los dolores 6seos debidos a
osteoporosis 0 a aplastamientos vertebrales responden mejor al tratamiento citostatico que a
la radioterapia. Una dosis de 30 Gy suele ser suficiente para el tratamiento de tumores

extradurales y grandes ostedlisis. (26)

En el mieloma solitario y el plasmocitoma extramedular, la radioterapia (40-55 Gy),
asociada a la cirugia, constituye el tratamiento de eleccion. (26)

2.1.15.2 TRATAMIENTO CITOSTATICO

Antes de disponer de los agentes alquilantes, la mediana de supervivencia de los
pacientes con Mieloma Mdltiple era inferior a un afio. El melfalan y la ciclofosfamida,
aislados o combinados con prednisona, han sido los farmacos més empleados en el
tratamiento. Una buena pauta terapéutica continda siendo la disefiada por ALEXANIAN et al
hace ya mas de 20 afios y que consiste en la asociacion de melfalan (0,25 mg/kg. y dia) y
prednisona (60 mg/m 2 y dia), referida a menudo con las siglas MP, durante 4 dias,
administrada cada 4-6 semanas. Si existe trombocitopenia o insuficiencia renal es mejor

emplear ciclofosfamida que melfalan. (26)

La dosis de ciclofosfamida es de 800-1.000 mg/m 2 por via intravenosa en una sola
administracion cada 3 0 4 semanas La tasa de respuestas se sitla alrededor del 50% y la

mediana de supervivencia desde el inicio del tratamiento, entre 18 y 30 meses. Sin embargo,
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la proporcién de pacientes que viven 5 afios 0 mas es soélo del 10-20%. Por este motivo, en
los dltimos afios se ha intentado mejorar los resultados obtenidos con la monoterapia
alquilante empleando pautas poliquimioterapeuticas, que combinan el melfalan (M) y la
ciclofosfamida (C) con prednisona (P), BCNU (B), vincristina (V) y/o adriamicina (A), dando
lugar a las asociaciones conocidas como VCMP, VBAP y VCAP. Con la poliquimioterapia
suele obtenerse mayor nimero de respuestas objetivas; sin embargo, el incremento de la
tasa de respuestas no se traduce, en general, en una prolongacion significativa de la
supervivencia. Los pacientes que presentan una respuesta objetiva al tratamiento inicial, y
que lo han recibido durante un periodo minimo de 6-12 meses, entran en una fase
quiescente del mieloma denominada plateau estable, en la que persiste una cantidad
residual de células tumorales. La duracion de esta fase es independiente de que se siga
administrando o0 no- tratamiento citostatico. En la actualidad se esta investigando la
influencia en esta fase de los modificadores de la respuesta biolégica, como el interferén alfa
(IFN - o). Si se confirma la eficacia de este agente en la prolongacion de la fase de plateau,
la terapéutica de primera linea del Mieloma Multiple probablemente deberia basarse en una
pauta poliquimioterapica, seguida de tratamiento de mantenimiento con interferén alfa. En
caso contrario, la clasica asociacion MP continuaria siendo el tratamiento inicial de eleccion.
Cabe destacar que existe en la actualidad una tendencia creciente al empleo de pautas
terapéuticas alin mas intensivas que la poliquimioterapia convencional, como es el melfalan
a altas dosis. Con ello se consigue mas de un 70% de respuestas objetivas y, en alrededor
de un tercio de los casos, remisiones completas. Sin embargo, su duracion sigue siendo

corta. (26)

Ademas, estos tratamientos tienen el inconveniente de que entrafian una intensa
mielotoxicidad, con una mortalidad por complicaciones infecciosas de hasta el 20%. Los
enfermos menores de 50 afios que dispongan de un hermano HLA idéntico pueden
beneficiarse de un TMO alogénico. Los resultados referidos en estudios recientes con
tratamiento intensivo seguido de TMO autégeno o de células madre de sangre periférica son
prometedores, pero el seguimiento es todavia corto. En este sentido se estan iniciando
estudios aleatorizados con el objeto de investigar si el TMO autdgeno es superior, 0 no, al

tratamiento con quimioterapia convencional. (26)
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En los pacientes resistentes al tratamiento alquilante se emplean pautas terapéuticas
basadas en la asociacion de BCNU y adriamicina o dosis elevadas de dexametasona. La
tasa de respuestas al tratamiento de rescate no supera el 20- 30%. (26)

2.1.15.3 MEDIDAS COMPLEMENTARIAS

Las medidas terapéuticas generales, como el tratamiento antidlgico, el
mantenimiento de un buen estado de hidratacion mediante la ingesta de 2-3 L de liquido al
dia con objeto de facilitar la excrecidon de cadenas ligeras, la profilaxis de la nefropatia
uratica con alopurinol, asi como el tratamiento correcto de las frecuentes complicaciones que
presentan estos pacientes (infecciones, hipercalcemia, insuficiencia renal, fracturas) revisten
enorme importancia. La eritropoyetina puede ser (til en el tratamiento de la anemia. Si existe
sindrome clinico de hiperviscosidad, se efectuaran plasmaféresis. El diagnostico de
compresion medular debido a un plasmocitoma extradural es crucial y requiere tratamiento
inmediato con radioterapia y dexametasona. Si a pesar de ello el déficit neuroldgico

empeora, se efectuara una descompresion quirdrgica. (26)

2.2 MARCO CONCEPTUAL

2.2.1 Mieloma Multiple:

Se define como una proliferacion maligna de un clon de células plasmaticas en la
medula 6sea que segrega una Ig monoclonal. El mieloma o componente “M” en el suero se
reconoce como una banda ancha en el papel de electroforesis (todas las moléculas del clon
son desde luego idénticas y tienen la misma movilidad) y como un arco anormal en la

inmunoelectroforesis con un “tope” producido por la proteina monoclonal. (se)

Dado que las células secretoras de Ig producen un exceso de cadenas ligeras, es de
esperar que estén presentes las cadenas ligeras libres en el plasma de los pacientes con
Mieloma Multiple y desde luego se pueden reconocer en la orina y dar lugar a depésitos
amieloides. Generalmente, se cree que las lesiones osteoliticas caracteristicas “en

sacabocados” en los huesos son debidas a la liberacion de factores osteoclasticos por parte
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de las células plasméticas anormales en la medula. Si no se trata, la enfermedad es
rapidamente progresiva. Con quimioterapia el tiempo de supervivencia minimo medio desde

el diagnostico es de aproximadamente 5 afios. (56)

Se encuentran bandas “M” en los sueros de diversos individuos que no tienen signos
clinicos de mieloma: la rareza comparativa con la que el Mieloma Mdltiple invasivo se
desarrolla en esta poblacién y el nivel constante de proteina monoclonal en el periodo de
afios sugiere la presencia de tumores benignos de las series celulares de células

plasméticas de los linfocitos. (56)

2.2.2 Mielomaindolente:

Es un término que se utiliza para describir enfermos que tienen una proteina
monoclonal en el suero y/u orina, aumento de las células plasmaticas en la médula ésea
pero no hay evidencia de destruccion activa de tejido 6seo u otras manifestaciones de
mieloma activo. La condicion es muy similar a GMND (Gammapatia Monoclonal de
significado Desconocido), pero con niveles més altos de proteina monoclonal y/o células

plasmaticas, y, ademas, presentan la posibilidad de transformarse en un mieloma activo. (47)

2.2.3 Célulaplasmatica:

Las células plasmaticas normales son producidas por linfocitos B (células B), un tipo
de glébulo blanco que se produce en la médula 6sea. Normalmente, algunas de las células B
se convierten en células plasmaticas, produciendo anticuerpos diferentes para combatir cada
tipo de bacteria o virus que entra al cuerpo, y asi poder eliminar infecciones y enfermedades.
En el mieloma, las células plasmaticas producen grandes cantidades de anticuerpos
anormales que no tienen la capacidad de actuar como barrera bacteriana. Los anticuerpos
anormales son las proteinas monoclonales como ya fueron descritos. Las células
plasmaticas también producen una variedad de sustancias que dafian otros 6rganos como

los rifiones, nervios, etc. (47, 49)
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2.2.4 Plasmocitoma:

Es un conjunto de células plasmaticas que se localizan en un sitio como por ejemplo,

tejidos blandos y no se hallan diseminadas. (47)

2.2.5 Cadenas ligeras y pesadas:

La comparacion de las secuencias de aminoécidos de diferentes proteinas Ig del
mieloma (Ilg monoclonales de los tumores de células B) revela una caracteristica llamativa,
con importantes consecuencias genéticas. Ambas cadenas L y H tienen una secuencia
extremadamente variable en sus extremos aminoterminales, pero la secuencia es fija a nivel
carboxiloterminal. Asi, al comparar las secuencias de aminoacidos de muchas cadenas
diferentes L k de mieloma (cada una con 220 aminoé&cidos de longitud aproximadamente), se
observa que las mitades carboxiloterminales son idénticas 0 muestran sélo diferencias
minimas, mientras que las aminoterminales difieren todas ellas. Asi pues, las cadenas L
poseen una region constante, de unos 110 aminoéacidos de longitud, y una region variable,
del mismo tamafio. La region variable aminoterminal de las cadenas H es también de unos
110 aminoacidos, pero la regién constante de dichas cadenas H tiene aproximadamente de

330 a 440 aminoAcidos, segun las clases. (8)

Son los extremos aminoterminales de las cadenas L y H los que se unen para formar
el sitio de unién con el antigeno, y la variabilidad con sus secuencias de aminoacidos
proporciona la base estructural para la diversidad de sitios de unién antigénicos. La
existencia de las regiones variable y constante en las moléculas de anticuerpo puede

explicarse por la organizacion del gen de Ig a nivel del DNA. (s)

2.2.6 Monoclonal:

Es un término utilizado para describir las caracteristicas de la proteina mielomatosa.
Dado que el mieloma comienza a desarrollarse de una sola célula plasmética (monoclonal);
el tipo de proteina producida es también monoclonal quiere decir que es de un solo tipo y no

de muchos (policlonal). Es muy importante en la préactica ya que en la electroforesis de
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proteinas aparece como un pico caracteristico, que se usa generalmente en el diagnéstico y

en el seguimiento del mieloma. (47)

2.2.7 Proteina M:

Es un término que se utiliza como sinénimo de proteina monoclonal, proteina
mielomatosa, pico M (en la electroforesis) ya que todos se refieren a la proteina producida

por la célula del mieloma. (47)

2.2.8 Mielomatipolg G elg A:

Son los dos tipos de mieloma mas comunes. Ig G e Ig A se refieren a los tipos de
proteinas que son producidas por las células mielomatosas. La proteina del mieloma es una
inmunoglobulina que contiene dos cadenas pesadas (por ejemplo tipo G) combinado con dos
cadenas livianas que son kappa (k) o lambda (l). Si solamente se producen las cadenas
livianas k o | se esta en presencia de una enfermedad de cadenas livianas. Los términos
pesada o liviana se refieren al tamafio o peso molecular de la proteina, o sea: que la proteina
pesada tiene una cadena de aminoacidos mas larga y mas pesada que la liviana. Como las
moléculas de las proteinas livianas son muy pequefias, filtran mas facilmente por el rifién y
se encuentran en la orina como proteinuria de Bence - Jones. Las proteinas del mieloma son
muy diferentes de las proteinas de nuestros alimentos que necesariamente son parte de la
dieta diaria y son constituyentes de los tejidos normales, musculos, piel y otros érganos. Por
eso un aumento de las proteinas mielomatosas no quiere decir que se deba adoptar una

dieta baja en proteinas. 47)

2.2.9 MielomatipolgDelqgE:

Son dos tipos de mieloma similares a Ilg G e Ig A, pero ocurren con menor frecuencia.
47)

2.2.10 Bence Jones:

El nombre identifica a las proteinas encontradas en la orina de los enfermos con

mieloma. Las proteinas del mieloma o proteinas M tienen cadenas livianas (lambda o kappa).
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La cantidad excretada en la orina se mide en 24 horas; normalmente una cantidad
minima de proteinas (<0.1g por 24 hrs.) puede estar presente en la orina, pero esto es

albumina y no Bence Jones. La presencia de proteina de Bence Jones siempre es anormal.
47)

2.2.11 Hipercalcemia en el Mieloma:

Es una elevacion del calcio en la sangre. Es muy comudn en el paciente portador de
mieloma. Generalmente, es el resultado de la destrucciéon del tejido 6seo con liberacion del
calcio en el torrente sanguineo. Muchas veces esta asociado con una reducciéon de la
funcion renal, ya que el calcio puede ser un téxico renal; por esta razén la hipercalcemia es
una emergencia médica. Se trata con hiperhidratacion parenteral combinado con drogas
para reducir la destruccién de los huesos (pamidronato, calcitonina) ademas del tratamiento

especifico para el mieloma. 47)

2.2.12 Electroforesis:

Es un andlisis de laboratorio en el cual el suero del paciente es expuesto a un campo
eléctrico para separar las distintas fracciones de proteinas. La movilidad esta determinada
por el tamafio y la carga eléctrica de la misma. Esta técnica permite determinar tanto la
cantidad de la proteina monoclonal presente, como también identificar su composicion. La
electroforesis se utiliza tanto en el momento del diagnéstico como para el seguimiento de la

enfermedad. 47)

2.2.13 Inmunofijacion:

Es un método inmunolégico que se usa para identificar a las proteinas monoclonales
(tipo 1gG, IgA, Kappa o Lambda). Es una técnica de coloracion muy sensible que identifica

exactamente el tipo de cadenas (pesada o liviana) de las proteinas monoclonales. (47)
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2.2.14 Alogeneico:

Término utilizado para describir el tipo de transplante en el cual la fuente de las
células progenitoras hematopoyéticas es de un familiar con HLA idéntico. HLA se refiere a
los antigenos celulares utilizados para confirmar la histocompatibilidad con el dador. (47)

2.2.15 Autdélogo:

Término utilizado para describir el tipo de transplante en el cual la fuente de las
células progenitoras hematopoyéticas de la sangre periférica o de la médula 6sea pertenece

al mismo paciente. (47)

2.2.16 Interferdn:

Es una citoquina (u hormona) que el cuerpo produce normalmente en respuesta a
una infeccion viral. Se fabrica artificialmente por ingenieria genética. El interferon sintético se
administra como tratamiento para el mieloma y se usa primordialmente para el

mantenimiento (en la fase de meseta). (47)

2.2.17 Terapiade induccion:

Asi se llama al tratamiento inicial que se administra para lograr una remision en un

paciente recientemente diagnosticado con Mieloma Mdltiple. 47)

2.2.18 Enfermedad estable:

Es un término que se utiliza para definir pacientes que tienen una respuesta positiva
al tratamiento, pero la reduccién de la proteina monoclonal es menor del 50%. El tener una
enfermedad estable no es indeseable, siempre que el mieloma esté estabilizado y no
progrese. Una remision aceptable (quiere decir meses o afios en remisién) no es
necesariamente proporcional al porcentaje de la respuesta. Un paciente con un mieloma

estable puede llegar a vivir muchos afios. (47)
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2.2.19 Nefelometria:

Es el método més usado en el laboratorio para determinar la cantidad de proteinas M
en la sangre (ver inmunofijacion que identifica el tipo de proteina M). El método se diferencia
de la electroforesis ya que se mide la intensidad de difusién de la luz producida por una
proteina mielomatosa. La nefelometria es un método practico automatizado y eficiente para
medir los niveles de las proteinas M una vez que fueron identificadas por el método
electroforético; Sin embargo, para asegurar la exactitud de los datos, es necesario

chequearlo con la electroforesis. (47)
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1. ANTECEDENTES

En la actualidad se van realizando diferentes trabajos de investigacion, en los cuales
se hacen estudios de distintas pruebas de laboratorio que permiten orientar con mayor
certeza el diagnéstico en pacientes con Mieloma Mdultiple.

De todos estos trabajos realizados, se tienen aquellos que por un lado determinaron
los componentes monoclonales tanto en orina como en suero; basados principalmente en el
descubrimiento de un componente monoclonal (producto de las inmunoglobulinas de un clon
de las células plasmaéticas) en suero y/u orina como una parte importante en la evaluacion de
laboratorio, en pacientes con enfermedades proliferativas de células plasmaticas de linfocitos
B. Usualmente, cantidades grandes de componentes monoclonales estan presentes en el
suero de pacientes con Mieloma Multiple o macroglobulinemia de Waldenstrom. Cantidades
pequefias de componentes monoclonales en suero pueden ser significativos en
enfermedades de cadenas livianas, linfomas o leucemias de linfocitos B, amiloide AL
(amiloidosis asociada con cadenas livianas de inmunoglobulinas), neuropatias, o la
predisposicién del desarrollo de malignidad de células del plasma / linfocitos B con
desordenes proliferativos en pacientes que no presentan una evidencia clinica comudn
(gammapatia monoclonal de significado indeterminado-MGIS). Acerca de un 25% de los
individuos que entran dentro de la categoria MGIS desarrollan mieloma o desordenes
proliferativos relacionados con linfocitos B después de 20 a 35 afios. En ellos deberia
hacerse un seguimiento anual prudente, pacientes que relativamente presentan

componentes pequefios monoclonales en suero. (35)

En otro trabajo realizado, se evalu6é un nuevo gel de agarosa de sulfato dodecil de
sodio utilizado en electroforesis (SDS-AGE), para los analisis de una proteina urinaria en
pacientes con Mieloma Mudltiple (MM; numero de pacientes = 47, entre una edad
comprendida de 62 + 2 afios, promedio + SE). Los mismos tenian una proteinuria anormal
(promedio = 1872 + 360 mg/24hrs) esto se presentaba en una 95% de las muestras; 75% de
los pacientes tenian algun signo de una disfuncién renal (glomerular y/o tubular) de acuerdo

con el patron SDS-AGE. Una banda sugeria proteinuria de Bence Jones (PBJ) que fue
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detectada en 40 pacientes versus 33, por una corrida rutinaria de electroforesis en agarosa.
(64)

Por inmunofijacién se identificd la PBJ en 38 pacientes; calculandose una sensibilidad
del SDS-AGE para PBJ de un 97%. Se establecié una correlacion excelente (P < 0,0001)
que se obtuvo con una corrida de rutina de electroforesis en agarosa (r = 0,994) y por
inmunonefelometria (r = 0,963) para la cuantificacion de las cadenas livianas. La
electroforesis en agarosa de sulfato dodecil de sodio determina con facilidad la evaluacion de
una disfuncion renal y muestra que tiene una alta sensibilidad para la deteccion de la
proteina de Bence Jones. En un laboratorio especializado, esto es utilizado para un
seguimiento progresivo en pacientes con Mieloma Mdltiple a través de la semicuantificacién

de la proteina de Bence Jones. (64)

En el departamento de patologia de la universidad de Louisville, se increment6 la
sensibilidad de la técnica de inmunofijacién por electroforesis (IFE), la cual estaba por
encima de los anteriores métodos de electroforesis, los mismos han renovado el interés en el
estudio de cadenas livianas libres. En este trabajo, se discutieron los problemas asociados
con la identificacion monoclonal de cadenas livianas libres (Proteinas de Bence Jones) en
orina. Por otra parte examinando la naturaleza de las muestras analizadas y los ensayos
empleados, discutieron la fisiologia, bioquimica, genética y las propiedades inmunoldgicas
de estas moléculas. Directamente las mediciones de los radios kappa / lambda serian
Gtilmente empleadas; pero todos los métodos comerciales no disponen actualmente de una
suficiente sensibilidad. La inmunofijacion por electroforesis (IFE) es un método de
preferencia por su sensibilidad y por la facilidad que presenta en su interpretacién. Sin
embargo, se presentan dificultades asociadas con la interpretacion en los patrones de IFE
para muestras de orina, debido a que la técnica no incluye un mecanismo intrinseco por
tratamiento con ditiotritol del anticuerpo-antigeno y por la ausencia de una considerable
sensibilidad en su cuantificacion. Estos problemas en la interpretacion, estdn siendo

discutidos. (44)

Se determiné en el servicio de Hematologia del Hospital de Montpellier, que la sangre
periférica de pacientes con Mieloma Multiple (MM) contiene un nimero pequefio de células
plasmaticas relacionadas a células tumorales de la médula 6sea por las inmunoglobulinas

citoplasmaéticas (lg), en estas células la expresion del antigeno de membrana y/o otros genes
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estan reestructurados; pero la produccién monoclonal de Ig (IgM) en circulacion no ha sido
reportada. Se utiliza el ensayo llamado ELISPOT, donde las Ig de células secretadas (Ig-
CSs) se detectaron en sangre de 28 pacientes con MM y 5 pacientes con macroglobulinemia
de Waldenstrom (MW). El nimero de células que espontaneamente producen el isotipo Ig es
similar al de IgM en suero y ello es importante para las Ig-CSs. Los pacientes con MM
presentan un exceso en la circulacion de cadenas pesadas a 0 ¥ 1g-CSs 0,38%), con
cadenas livianas k o A (0,48%) comparado con el numero de células secretadas de otras
pesadas (0,02%) y los isotipos de cadenas livianas (0,03%). En pacientes con MW solo
presentan nameros altos de células secretadas del isotipo de cadena pesada a (0,66%). Las
Ig sintetizadas in vitro son caracterizadas como monoclonal, y la Ig M secretada en sangre
periférica es similar a la observada por Ig-CSs de la activacion policlonal de células B in vivo.
El nimero de estas células monoclonales tiene un significado en cuanto a su incremento en
pacientes en un estado avanzado de MM (/11 vs. Ill, P < 0,001) y su correlacién en suero de
la concentracion de la beta -2 microglobulina (r = 0,69; P < 0,0003). EI niumero de 1g-CSs M
en pacientes con MM puede ser un marcador Util para evaluar la progresion en el Mieloma

Maltiple. (16)

De acuerdo con la bibliografia revisada se tienen datos importantes acerca de todas
las pruebas de laboratorio que se realizan en las universidades de Medicina de Michigan,
Tennessee y Louisvile (USA) y Farmacia de Dakar (Senegal), las mismas estan
relacionadas con la innovacion de pruebas mas modernas, aprovechando el avance de la
tecnologia; lo cual permite dar una nueva visiéon a las pruebas empleadas para el diagndstico

del Mieloma Multiple. (21, 36)

Por otro lado, se llevaron acabo diferentes estudios en pacientes con gammapatias
monoclonales, en los cuales se realizaron distintas pruebas de laboratorio; los mismos
permitieron dar una orientacion mas precisa al diagndstico. Es asi, que se incluye como una
prueba de rutina la cuantificacion de cadenas livianas kappa y lambda tanto en orina como
en suero, donde también se establecieron rangos de referencia, los mismos se expresan en
concentraciones (microgramos/ml). Los cuales son 1,2 microgramos/ml en suero y 4,9

microgramos/ml en orina. (7)
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También se han realizado estudios importantes en cuanto a la obtencién de
anticuerpos monoclonales, en ratones inmunizados con cadenas livianas humanas kappa y
lambda. Este estudio principalmente analiz6 la relacién de los valores obtenidos por las

cadenas livianas libres tanto kappa y lambda en suero y orina, para establecer diferencias. (1,
7, 36)

Dentro de estos importantes estudios, se ha determinado que los anticuerpos
monoclonales de ratones K-1-21; solo tienen especificidad por las cadenas libres, en relacion
con las cadenas kappa que pueden ser utilizadas para el desarrollo de la inhibicion del
inmunoensayo enzimatico y asi cuantificar las cadenas kappa libres en suero y orina. Se ha
establecido que en suero y orina se encuentran valores promedio de 1,2 y 4,9
microgramos/ml normalmente, utilizando este sistema de ensayo. La importancia de una
rapida cuantificacion de cadenas livianas en suero se ha demostrado en un paciente, con la
ausencia de cadenas kappa libres en la orina a pesar de que presentaba niveles elevados de
cadenas kappa en suero; mientras que la caida significativa de los niveles de las cadenas
kappa libres en suero ha sido observada en los pacientes que siguen el tratamiento con

quimioterapia. (36)

Por otro lado, en el departamento de Medicina de la universidad de Knoxville (USA);
se ha estudiado que la medicién exacta de las concentraciones de las cadenas livianas libres
en suero y orina tienen un significado Unico para establecer la sintesis de inmunoglobulinas
por células B en salud y enfermedad, tal informacién es importante para el diagnostico e
implicaciones terapéuticas. Se han obtenido anticuerpos monoclonales con diferencias entre
cadenas libres y unidas a cadenas pesadas, a partir de inmunizaciones a ratones con
cadenas livianas humanas kappa y lambda de tipo monoclonal (proteina de Bence Jones).
Esta alta especificidad de anticuerpos monoclonales fue medida por ELISA, la concentracién
de cadenas livianas libres se determin6 en el suero de 22 individuos normales y en orina de
16 de estos sujetos. Los resultados obtenidos establecieron un promedio en suero de
cadenas livianas libres kappa y lambda en una concentracion de 16,6 +/- 6,1 microgramos/ml
y 33,8 +/- 14,8 microgramos/ml, respectivamente. En contraste, los valores de cadenas
livianas libres kappa y lambda en orina fueron 2,96 +/- 1,84 microgramos/ml y 1,07 +/- 0,69

microgramos/ml, respectivamente. En cada caso estudiado, el radio en suero kappa: lambda
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es consistentemente menor al de la orina (los valores promedios, en suero son

aproximadamente 1:2 y en orina aproximadamente 3:1) (1)

Esta cuantificacién también es util para el diagndstico de otras enfermedades de
células plasmaticas, como la amiloidosis. En tal caso, se determin6 que el radio de cadenas
kappa y lambda en orina dio un valor mayor al radio en suero. Otras 6 muestras de orina de
un grupo de pacientes con proteinuria de Bence Jones, también exhibieron radios kappa /
lambda con varias diferencias, sobre todo en las muestras correspondientes al suero. En
otros 7 pacientes con proteinuria generalizada sin relacibn con discrasia de células
plasmaéticas, los radios kappa / lambda fueron similares tanto en suero y orina. Es por ello,
que la diferencia entre el radio kappa / lambda de suero y orina puede ser expresado como

un indice de kappa / lambda. (45)
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PREGUNTA PROBLEMICA

¢El desarrollo de un método inmunoenziméatico para la dosificacion de cadenas
ligeras kappa y lambda podra contribuir al diagnostico y seguimiento de los casos de

Mieloma Multiple?

Actualmente todas las enfermedades relacionadas con el cancer, son de mucha
importancia en nuestro medio desde el punto de vista de la Salud Publica; tal es el caso del
Mieloma Multiple enfermedad que puede afectar a personas jovenes, adultas o personas de

la tercera edad.

Es de nuestro conocimiento que los diferentes tipos de cancer no tienen una cura
definitiva y en la mayoria de los casos, el diagnéstico se lo realiza después de que el cancer
ha avanzado; donde las perspectivas de vida se acortan para los pacientes, y no hay mucho
gue hacer por ellos. Es asi, que nosotros los bioquimicos, cumplimos un papel importante
dentro del area de salud, por que podemos aportar en la implementacion, realizacion y
elaboracion de diferentes pruebas de diagnéstico que puedan contribuir por un lado, a dar
diversas opciones a los médicos en la eleccion de dichas pruebas; y por otro lado, exista la
posibilidad de realizar un diagnostico temprano; lo cual beneficiaria exclusivamente a los
pacientes. De esta forma, al hacer la eleccion de tales pruebas de laboratorio lo
imprescindible es que dichas pruebas tengan la mayor sensibilidad posible y sobre todo un

costo accesible para los pacientes que cuentan con bajos recursos econémicos.

Las pruebas de laboratorio con las que se cuenta actualmente para establecer el
diagndstico del Mieloma Multiple, son pocas y rutinarias. Ademas, es importante destacar
gue los médicos no cuentan con pruebas especificas y determinantes, que les permita
establecer y confirmar su diagnostico. Las pruebas que solicitan simplemente van de apoyo a

la parte clinica establecida.
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Considerando que el Mieloma Mdultiple es una enfermedad de importancia en
nuestro medio, debemos tomar en cuenta que las pruebas de laboratorio son de igual
manera; determinantes e importantes, porque permitirAn confirmar su diagndstico;
conjuntamente con los datos clinicos, y ademas poder ofrecer la posibilidad de hacer un

seguimiento en el tratamiento de los pacientes.

Tomando en cuenta que en nuestro pais se van incrementando cada vez mas los
trabajos de investigacion en salud, con el presente trabajo se pretende de alguna manera
contribuir al diagndstico y a la evaluacion del tratamiento de los casos de Mieloma Multiple,

implementando una nueva técnica con la cuantificacion de cadenas kappa y lambda.
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V. JUSTIFICACION

Dentro de una de las principales enfermedades se encuentra el cancer, que se
constituye en un problema de tipo mundial y que también afecta a nuestro pais, asi; es el
caso del Mieloma Mdltiple que es uno de los tantos tipos de cancer; y es de nuestro interés
poder ofrecer métodos y técnicas de laboratorio que apoyen al diagndstico a tiempo y asi

como en el seguimiento de la quimioterapia que se aplica en estos pacientes.

De acuerdo a la bibliografia revisada, a parte de las pruebas de rutina, se incluye la
cuantificacién de cadenas livianas kappa y lambda que son caracteristicas del Mieloma
Multiple; se han establecido inclusive valores de referencia para kappa y lambda tanto en
orina como en suero. Los mismos han aportado de una manera significativa al diagnostico

del Mieloma Mdltiple. (@, 7, 21, 36, 45)

El presente trabajo pretende llevar a cabo la estandarizacion de una técnica
inmunoenzimética que determine la presencia de cadenas livianas kappa y lambda,
apoyando al diagnéstico juntamente con todas las demas pruebas rutinarias y las
manifestaciones clinicas, permitiendo ademas evaluar el tratamiento establecido en cada

paciente.

Es un trabajo que servira para todas las personas dirigidas al area de la Salud que
deseen hacer un diagnéstico, por un lado, mas concreto y certero y, por otro lado, determinar
un diagnéstico temprano; asi también contribuird de gran manera a evaluar el tratamiento de

guimioterapia que se sigue rutinariamente a los pacientes con Mieloma Mdltiple.
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Vl. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

o Contribuir al diagnéstico y seguimiento de pacientes con Mieloma Multiple a través
del desarrollo de una técnica inmunoenzimatica que pueda evaluar la presencia de
cadenas livianas kappa y lambda.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener cadenas kappa (k) y lambda (1) libres a partir de inmunoglobulinas séricas,

por medio de la estandarizacién de la técnica de reduccion de puentes disulfuro.

Estandarizar el método inmunoenzimatico para la dosificacién de las cadenas livianas

kappa y lambda en sueros normales y patolégicos.
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VIl. DISENO DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo dentro del grupo de los diferentes tipos de investigacion,
corresponde a un estudio: SERIE DE CASOS; que es un estudio epidemioldgico, descriptivo,
que se limita a la simple identificacion y descripciébn de un conjunto de casos clinicos que

han aparecido en un intervalo de tiempo. (20)

7.1 POBLACION

La poblacién en estudio estuvo conformada por dos grupos, el grupo de las personas

aparentemente sanas y el grupo de pacientes con Mieloma Multiple.

7.2 LUGAR

El trabajo de investigacion fue realizado en el Instituto de Servicios de Laboratorio de
Diagnéstico e Investigacién en Salud (SELADIS), solamente en la Unidad de Hematologia
del Hospital Obrero perteneciente a la Caja Nacional de Salud; se tomaron las muestras de
sangre y se recolectaron las muestras de orina de 24 horas de los pacientes diagnosticados

con Mieloma Multiple.

- PERSONAS APARENTEMENTE SANAS:

Se incluyeron cinco personas aparentemente sanas entre 25 y 29 afios, personal de
SELADIS (internos y residentes); las mismas fueron elegidas en funcion a la disponibilidad
de contar en cualquier momento con las muestras de suero, debido a que esas muestras nos
sirvieron como controles para la estandarizacion de las pruebas en estudio. Si bien la
seleccién de personas aparentemente sanas no tienen criterios de comparacion con los
pacientes de Mieloma Multiple como ser edad, o que pertenezcan al mismo hospital; lo
importante era contar con un grupo que nos permita tener un grupo de referencia o grupo de

control, y de esta manera confrontar los resultados entre ambos grupos estudiados.
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- PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE:

Se incluyeron a cinco pacientes con diagndstico establecido de Mieloma Mdltiple, de
los cuales; cuatro estaban en tratamiento desde la fecha de su diagnéstico con quimioterapia
y uno de ellos con diagnostico recientemente establecido (no recibié ningun tratamiento
hasta el momento de la toma de muestra). Las edades oscilaron entre 39 y 73 afios (con una
media de 58 afos). Estos pacientes pertenecian a la Caja Nacional de Salud (Unidad de
Hematologia del Hospital Obrero), las muestras de suero y orina fueron recolectadas en
forma individual y en diferentes fechas; debido a que los pacientes eran ambulatorios y
solamente se los podia encontrar en el hospital cuando les tocaba su sesion de
gquimioterapia; razon por la cual es importante destacar que no fue posible conseguir que uno
de los pacientes con Mieloma Multiple recolectara la muestra de orina de 24 horas. Para

ello se cont6 con la colaboracion del Dr. Abel Berrios.

Finalmente para realizar el andlisis de los resultados y elaborar un estudio mas
completo y comparativo, se elabor6 un cuestionario de preguntas que incluian los datos mas
importantes de los pacientes, resultados de las primeras pruebas de laboratorio, tiempo de
tratamiento y otras; lamentablemente, solo fue posible conseguir cuatro historias clinicas de
los pacientes; las mismas eran incompletas y los datos conseguidos fueron sobre todo de

tipo informativo. (ver anexos)

7.3 MATERIAL Y METODOS

Primeramente haremos una sintesis de toda la metodologia empleada en el presente

trabajo:
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( Recoleccién de las
muestras de suero de

los Pacientes
Aparentemente Sanos Muestras

(PAS) de orina

(Control)

Y

Determinacién de proteinas Estandarizacion y optimizacion de la
A reduccion de cadenas pesadas y
livianas de inmunoglobulinas totales

\

Técnica de inmunoelectroforesis y
tincién de las placas con Rojo Ponceau

\

Estandarizacion del método ensayo
inmunoenzimatico sandwich con
sueros de PAS v un suero positivox* Determinacién

de Proteinuria

)

Recolecciéon de las muestras

p B e & =
e

. SUERO {_ ORINA

~—

de los pacientes con Mieloma Multiple

/

Y LY
7 Determinacion de
Reduccion de cadenas proteinas de Bence

pesadas y livianas de Jones
inmunoglobulinas totales

Y
Valoracion por el método

ensayo inmunoenzimatico
sandwich

Técnica de Inmunodifusion radial (IDR)

Y

Suero positivo* : Suero de un paciente con Mieloma Mdltiple, que no corresponde al grupo de pacientes estudiados.
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7.3.1 RECOLECCION DE MUESTRAS Y CONSERVACION

Como el grupo control, es decir; el grupo de PERSONAS APARENTEMENTE
SANAS estaba conformado por el personal de SELADIS (internos y residentes), ello
facilitaba la posibilidad de contar en cualquier momento con las muestras de suero; razon por
la cual, siempre se trabajo con muestras de suero fresco para cada determinacion.
Inicialmente, una vez que se tomaron las muestras de suero se procedié a realizar la
determinacion de proteinas y a partir de ello se procedié a la estandarizacion y optimizacion
de la reducciéon de cadenas pesadas de inmunoglobulinas totales, una vez logrado este
objetivo se procedid a la estandarizacion del método ensayo inmunoenzimatico tipo

sandwich.

Es importante destacar que se trabajé con dos muestras de orina de 24 horas,
solamente en la determinacién del método ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich como
control negativo; y simplemente con fines comparativos, las mismas correspondian a
muestras de orina de 24 horas de pacientes del SELADIS con resultados normales en los
examenes solicitados, debido a que no fue posible poder contar con la orina de 24 horas del

grupo de Personas Aparentemente Sanas.

En el caso de los PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE la situacion fue diferente,
debido a que los pacientes eran ambulatorios; se recolecto una sola vez tanto, las muestras
de suero como la de orina de 24 horas. Esta recoleccién se la realizo en diferentes fechas,
es importante destacar que uno de los pacientes no pudo lograr recolectar la muestra de
orina de 24 horas, razdn por la cual se trabajé con solo cuatro muestras de orina; como asi
también, dos de los pacientes recolectaron la orina de 24 horas después de haberles tomado

la muestra de sangre.

Una vez que se lograba obtener el suero de cada paciente se procedio
inmediatamente a la determinacion de proteinas totales y posterior a ello, a la reduccion de
cadenas pesadas y livianas de inmunoglobulinas totales. Luego se hizo la identificacion
correspondiente, con nombre y fecha y se llevo a 4° C, hasta lograr reunir las cinco muestras

de los pacientes con Mieloma Mdltiple.
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En cambio, una vez que se contaba con la muestras de orina de 24 horas se
procesaba inmediatamente las pruebas de: proteinuria y la determinacion de proteinas de
Bence Jones. Y otra parte de la orina fue conservada a 4° C hasta la valoracion por el

método ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich y por la técnica de inmunodifusion radial.

Cuando se logro reunir las cinco muestras de los pacientes con Mieloma Multiple se
hizo la valoracién por el método ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich con las muestras
de suero, orina y los sueros de los Pacientes Aparentemente Sanos; finalmente se valoraron

los sueros de ambos grupos por la técnica de inmunodifusién radial.

7.3.2 REDUCCION DE PUENTES DISULFURO

Para la reducciéon de cadenas pesadas y livianas de inmunoglobulinas y con ello
lograr la obtencion de cadenas ligeras kappa y lambda libres, se estandarizé y se optimiz6 la
técnica de reduccion de puentes disulfuro, con la evaluacién de diferentes parametros; los

mismos se resumen de la siguiente manera:

7.3.2.1 Didlisis de las muestras de suero

Se llevd a cabo el procedimiento segin lo recomendado por la referencia
bibliogréfica, (32) con algunas variaciones; entre ellas: la dializacion se realizd6 por
membranas de dialisis, se trabaj6 con el suero total, no solo con la Ig G como en la técnica,
variamos los tiempos de incubacion, no se empleo la bomba al vacio, ni el burbujeo con
nitrégeno como sugiere la referencia bibliografica 32) y en lugar de utilizar el 2 -
mercaptoetanol se utilizé el Ditiotritol en diferentes concentraciones. Primeramente se
dializaron los sueros contra tampéon Tris — HCI 0,15 M pH 8,2 (ver anexos) y se dejé en el
agitador sobre hielo aproximadamente 3 horas, posteriormente se llevé a 4° C por 18 — 24
horas. La finalidad de la didlisis es de alcalinizar el suero que contiene todas las
inmunoglobulinas y como las mismas tienen un pH neutro y al estar sumergidas en el
tampdn, hay un intercambio de iones y a medida que se van mezclando este intercambio es

mayor.
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7.3.2.2 Determinacion de la concentracion aproximada de Ditiotritol:

Una vez que se obtuvieron los sueros dializados, se llevaron a una concentracion de

proteinas de 30 mg/ml, cuya concentracion se sugiere en la técnica de referencia. (32)

Para ajustar la concentracion de proteinas a 30 mg/ml, las unidades de las proteinas
totales nos dieron valores en g/dl, los mismos fueron llevados a mg/ml; este valor se lo
dividié entre 30; por que al llegar a esta concentracidon estandarizada y establecida, las
muestras de suero no se gelifican. Con este resultado se hizo la dilucién respectiva con cada

muestra de suero, para lo cual como diluyente se utilizd solucién salina al 0,85 % (ver anexos).

Se utilizaron diferentes concentraciones de Ditiotritol; se hicieron dos variaciones
importantes del reactivo, primero para llegar a una concentracién de 0,2 M de Ditiotritol se
hicieron los célculos respectivos y se lo utilizé en forma soélida. Por otro lado, se preparé el
Ditiotritol en una concentracion de 2 M y a partir del mismo se hicieron diluciones 1/10 y
1/100 con agua destilada, para asi llegar a una concentracion de 0,2 M y 0,02 M
respectivamente y se dejé una hora a temperatura ambiente. Se hizo una evaluacion de las
tres diferentes concentraciones del Ditiotritol, el mismo en menor proporciéon es oxidado por

el oxigeno atmosférico; y la ventaja de utilizarlo es que es menos susceptible a la oxidacion.

7.3.2.3 Utilizacion de lodoacetamida y Trietanolamida

Después de la hora de incubacién, se llegé a una concentracion final de 0,75 M con
lodoacetamida, para lo cual se hicieron los céalculos respectivos; este procedimiento se lo

realiz6 sobre hielo.

También se dejo una hora a temperatura ambiente, al medir el pH de las soluciones,
las mismas tenian un pH acido; para ello en esta prueba, también se hizo el ajuste del pH
utilizdndose Trietanolamida, en este ajuste se determiné que era conveniente utilizar
Trietanolamida en forma diluida; porque al utilizarlo por vez primera en forma pura, hizo que
el pH de las muestras preparadas se alcalinizaran demasiado. Para ello, el Trietanolamida

fue diluido en solucion salina 1/5 y se fue afiadiendo poco a poco a las muestras preparadas
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y en cada paso se fue midiendo con papel indicador hasta lograr el pH proximo a 8 y asi

evitar una mayor alcalinizacion.

Una vez que se logro el ajuste del pH deseado, se centrifugaron las muestras a 3000
r.p.m. por 15 minutos y se separ0 el sobrenadante, el mismo se guarddé hasta su
procesamiento.

El objetivo de utilizar lodoacetamida y Trietanolamida, era para prevenir la

reasociacion de los puentes disulfuro intercatenarios reducidos, a través de la alquilacién de

los grupos sulhidrilos liberados.

7.3.2.4 Determinacioén de la cinética de reaccion:

Se llevé a cabo el procedimiento anterior pero en este caso se varid tanto la
concentracion del Ditiotritol como los tiempos de incubacién. Es decir, se utilizaron tres
concentraciones, la primera fue de 0,2 M a partir del Ditiotritol sélido. Luego se lleg6 a 0,02 M
y 0,002 M a patrtir del Ditiotritol 0,2 M.

Se determind la concentracion del Ditiotritol, porque inicialmente se utilizé la
concentracion que la técnica de referencia (32) recomendaba (0,02 M), pero al no obtener los
resultados esperados se decidi6 variar la concentracion; lo que permitié estandarizar nuestra

técnica con diferentes concentraciones.

Este procedimiento se hizo por duplicado. Una de las baterias se incubd
exactamente una hora a temperatura ambiente. Mientras que la otra se incubd por dos
horas.

Los demas pasos fueron los mismos que en la anterior determinacion.

Finalmente una vez estandarizada la técnica, se procedid a la reduccion de las

cadenas pesadas y livianas de las inmunoglobulinas totales que se hallaban presentes en las
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diez muestras de suero; tanto de los pacientes aparentemente sanos como de aquellos con

Mieloma Mdltiple.

7.3.2.5 Inmunoelectroforesis

Los sueros reducidos se sometieron a la técnica de inmunoelectroforesis, se utilizaron

anticuerpos o antisueros anti cadenas kappa y anti lambda, asi como también anti Ig G.

Preparamos agarosa (de alta electroend6smosis) al 1% (ver anexos), se afiadié azida de
sodio y con esta agarosa se prepararon las placas correspondientes, el objetivo de afiadir la
azida de sodio es para evitar que las placas se contaminen y poder conservarlas en forma
indefinida.

Una vez que se hicieron los orificios en la placa con sacabocados (ver Pag.72), se
sembraron las muestras en un volumen de 5 pl. Posterior a ello se llevaron las placas a la
camara electroforética que contenia el Tampdén Michaelis dilucion 1/3, (ver anexos) a 200
voltios y 7 miliamperajes por cada placa, que son los condicionantes que debe tener la
camara electroforética para llevar a cabo la corrida. El tiempo de corrida fue de cuatro horas

aproximadamente.

Luego del tiempo de corrida se hizo la horadacion central y se sembr6 100 pl. de los
antisueros: anti cadenas kappa, anti lambda y anti Ig G. Se dejaron las placas en camara
hameda por 48 horas, para después observar la formacién de bandas de precipitado

correspondientes a anti kappa, anti lambda y anti Ig G.

7.3.2.6 Tincidon de las placas de inmunoelectroforesis

Una vez observadas las placas, se procedio a colorearlas con la tincion Rojo Ponceau
para lo cual; primero fueron lavadas con solucién salina (ver anexos) cada ocho horas por
cuatro veces, repitiéndose el procedimiento pero esta vez con agua destilada; es decir,

también cada ocho horas por cuatro veces.
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Después del dltimo lavado se colocaron las placas en la estufa para su
deshidratacion, por 24 horas y a 37 °C. Finalmente se colorearon las placas de acuerdo al
siguiente protocolo:

« Rojo Ponceau al 1% por un tiempo de 10 min. (ver anexos)
« Acido acético al 1% por 10 min. (ver anexos)

. Acido acético al 2% por 10 min. (ver anexos)
Luego se dejaron secar las placas al medio ambiente. Se las guarddé a temperatura

ambiente. A continuacion se observa un modelo de placa y los lugares donde se sembraron

las muestras:

MODELO DE UNA PLACA

Suero tratado con DTT 0,2 M

Anti IgG, o anti lambda >

o anti kappa

ﬁ

Suero tratado con DTT 0,2

7.3.3 METODO ENSAYO INMUNOENZIMATICO SANDWICH

FUNDAMENTO

La técnica ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay) se basa en la deteccion
de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una reaccién cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser

medido espectofotométricamente. Este principio tiene muchas de las propiedades de un
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inmunoensayo ideal: es versétil, rapido, exacto, simple en su realizacion, emplea reactivos
economicos y consigue, mediante el uso de la fase sélida, una separacion facil entre la

fraccion retenida y la fraccion libre. (68)

Uno de los tipos de ensayo ELISA, es el ELISA “sandwich” (ensayo de captura de
antigeno y deteccion mediante inmunocomplejos). Se trata de un ensayo muy empleado en
el que se recubre el pocillo con un primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el
exceso de anticuerpo se aplica la muestra problema en la que se encuentra el antigeno, que
serd retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo. Después de un
segundo lavado que elimina el material no retenido se aplica una solucién con un segundo
anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi pues cada molécula de antigeno estara unida a un
anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al menos, que lo marca. Este
ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido a la amplificacién de sefial que

permite el segundo anticuerpo. (es)

Es de nuestro conocimiento que para la estandarizacion de una nueva técnica se
requiere de muchas pruebas, en las que se necesita variar la concentracion de los reactivos,
hacer o no diluciones de las muestras tanto de suero como de orina, tiempos de incubacion,
veces de lavados, etc.; y una vez logrado el objetivo se procede a optimizar la técnica ya

estandarizada.

TECNICA

Como primera etapa, se procedié a la estandarizacion de la técnica de ELISA tipo
sandwich con todas las caracteristicas anteriormente mencionadas; para tal estandarizacion
se utilizaron los sueros dializados de los pacientes aparentemente sanos y las muestras de
orina de 24 horas, que nos sirvié tanto como control negativo y a la vez como controles de
calidad, para el control positivo se empleo un suero de un paciente diagnosticado con
Mieloma Multiple (que no corresponde al grupo de pacientes en estudio); para ver la

reproducibilidad de los resultados se hicieron correr las muestras por duplicado.

Una vez que se logré la estandarizacion de la prueba se procedio a la adecuacion y

evaluacion del método EIA sandwich con las muestras de pacientes con Mieloma Mdltiple
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en dos corridas diferentes, para lo cual se utilizaron nuevamente los sueros de personas

aparentemente sanas y los sueros de pacientes diagnosticados con Mieloma Mdltiple.

Se dispensaron 100 pl. de la dilucién de cada anticuerpo monoclonal (anticuerpo anti
kappa y anticuerpo anti lambda) de acuerdo a la recomendacién del fabricante (19) 1/100 con

tampdn Carbonato — Bicarbonato (ver anexos) ¥ se incubd a 37 °C por 30 min.

Se lavo una vez con PBS 0,1 M pH 7,2 (ver anexos) con un volumen de 250 pl. por

pozo.

Se dispensaron 200 pl. de leche descremada al 5% en PBS (ver anexos) y se dejé a
temperatura ambiente por una hora, se afiade la leche descremada con el objetivo de saturar
todos los sitios reactivos, debido a que las placas al tener tanta afinidad por las proteinas
entre ellas las inmunoglobulinas, las mismas podrian quedarse adheridas en forma
inespecifica. Para evitar ello, se utiliza una proteina que no tenga que ver con el sistema con
el que se trabaja; es ahi donde actla la proteina de la leche que es la caseina, esta proteina
se pega a la placa y de esta forma no interfiere con el sistema.

Se lavd cuatro veces con PBS — Tween (ver anexos) con un volumen de 250 pl por
pozo, con el objetivo de eliminar todo el resto de proteinas que no lograron adherirse a la

placa.

Se hizo una dilucién ¥z de las muestras de suero con solucién salina. Mientras que las
muestras de orina de 24 horas, se las utilizé sin diluir. Dispensamos 50 ul de cada suero

diluido y de las muestras de orina en los pozos respectivos, y se incubo a 37 °C por 30 min.

Se lavo cuatro veces con 250 ul de PBS — Tween y se dispenso 100 ul del conjugado,
previamente diluido a titulo 1/20.000 con PBS — Tween, (el mismo corresponde a anti
Lambda free light chains y anti Kappa free light chains respectivamente) y se incub6 a 37 °C
por 30 min. Se repitieron los lavados de la misma forma que en el paso anterior, luego se
prepar6 el sustrato (ver anexos) y se dispensaron 100 ul del mismo. A los 10 min. se par6 la
reaccion, afladiendo 50 pul de &cido sulfarico 2 N. Finalmente se hizo la lectura en el lector de

ELISA usando filtro de 492 nm y como filtro diferencial 600 nm, el filtro diferencial se utiliza
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para descartar el efecto de la placa, sus irregularidades y el hecho que también absorbe

cierta cantidad de luz.

CRITERIOS DE INTERPRETACION

Los rangos normales se establecen por el indice entre kappa / lambda, para obtener
tal indice; dividimos el promedio de las absorbancias que obtuvimos de kappa y de lambda,

ello determind nuestro indice tanto en suero como en orina de 24 horas.

Ejempilo:

Promedio kappa: 0,613

Promedio Lambda: 0,634

0,613 + 0,634 = 1,0 que corresponde a indice k/A

Los resultados obtenidos de los indices, fueron interpretados comparandolos con los
valores de referencia estandarizados y establecidos de acuerdo a la bibliografia revisada; y

son los siguientes:
Cadenas ligeras kappa / lambda: 0,61 —1,37 (en suero)

Cadenas ligeras kappa / lambda: 0,61 -1,37 (en orina)

Nivel Alto: En un tipo especial de mieloma: de cadenas ligeras (12)

7.3.4 TECNICA DE INMUNODIFUSION RADIAL (IDR)

FUNDAMENTO

El propésito de la inmunodifusion es detectar la reaccién de antigeno y anticuerpo,
mediante la reaccion de precipitacion. La inmunodifusién radial (IDR) se basa en el principio
de que existe una relacion cuantitativa entre la cantidad de antigeno colocado en un pozo
cortado en la placa de agar con anticuerpo, y el anillo de precipitacion que resulta; la
formacion de complejos antigeno-anticuerpo en un medio semisélido como agar, depende de
los electrélitos del amortiguador, el pH y la temperatura, los determinantes mas importantes

de la reaccion son las concentraciones relativas de antigeno y anticuerpo. (61)
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La IDR es una técnica ya estandarizada y nos sirvi6 como técnica de referencia para
la comparacion de los resultados obtenidos por el método ensayo inmunoenzimatico

sandwich, técnica estandarizada en el presente trabajo.

TECNICA

Para realizar este procedimiento se dejaron a temperatura ambiente las placas
conteniendo el antisuero kappa y lambda, luego se hicieron las diluciones respectivas de los

calibradores y los controles de acuerdo a instrucciones del kit comercial.

Se sembraron las muestras de suero tanto de las personas aparentemente sanas
como los que fueron diagnosticados con Mieloma Multiple, las muestras de orina de 24
horas; los calibradores y los controles. El volumen de siembra para los sueros, calibradores y
controles fue de 5 pl, las muestras de orina se sembraron en un volumen de 20 pl. y se dejo

a temperatura ambiente por 48 horas.
Después de este tiempo, se procedié a hacer las lecturas respectivas de todos los
halos formados. Y con ello se construy6 la recta y en la misma se interpolaron las muestras

de sueroy orina.

CRITERIOS DE INTERPRETACION

Como la técnica de inmunodifusion radial (IDR) se la realizé con un kit comercial, los
resultados obtenidos; simplemente fueron interpretados al ser comparados con los valores

de referencia del kit y son los siguientes:

Cadenas livianas Kappa: 3130-13 243 mg/I
Cadenas livianas Lambda: 3 512 - 6 625 mg/I

7.3.5 DETERMINACION DE PROTEINAS

Se realiz6 la determinacién de proteinas totales en suero por el método de Biuret,

para ello se tomo6 1,5 ml del reactivo de Biuret mas 25 ul de la muestra de suero; para el
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blanco reactivo en lugar de suero se coloco agua destilada. Se incubo a temperatura
ambiente por 10 min., y finalmente se efectud la lectura a 550 nm en espectrofotobmetro
frente al blanco reactivo. Para obtener los resultados, se utiliz6 como factor 5 g/dl; que nos
permite el calculo de las proteinas totales en unidades de g/dl, este factor fue determinado

en la Unidad de Bioquimica Clinica. (Los resultados fueron obtenidos por la Unidad de Bioquimica Clinica de
SELADIS).

7.3.6 DETERMINACION DE PROTEINURIA

Se determiné la presencia de proteinas en orina de 24 horas por dos métodos, el

primer método fue el de Rojo Ponceau y el segundo el de Pirogalol.

Para el método de Rojo Ponceau se colocé 1 ml del reactivo de Rojo Ponceau mas
200 pl de la muestra de orina de 24 horas, se mezclé y se llevé a centrifugar 15 min. a 3.500
r.p.m. Se elimin6 el sobrenadante y solo se trabajé con el pelet (donde se encuentran las
proteinas); el mismo se lo diluyé con hidroxido de sodio 0,2 N.

Se realiz6 la lectura frente a agua destilada a 550 nm. Los resultados finales fueron
calculados con el factor 80 y con el volumen total de orina de 24 horas. Este factor permite
hacer los célculos correspondientes para obtener los resultados en g/24 horas, el mismo fue

determinado en la Unidad de Bioquimica Clinica de SELADIS.

Para el método de Pirogalol se afiadi®6 3 ml del reactivo Pirogalol, que fue
preincubado a 37 °C por 3 min. Posteriormente se afiadieron 50 ul de la muestra de orina de
24 horas, para el blanco reactivo en lugar de orina se colocé agua destilada y se llevo a
incubar por 10 min. Finalmente se llevé a leer al espectrofotbmetro frente blanco reactivo a
550 nm. Los resultados se obtuvieron con el factor 100 y con el volumen total de orina de 24

horas, cuyo factor al igual que el anterior permite obtener resultados en g/24 horas. (Los

resultados fueron obtenidos por la Unidad de Bioquimica Clinica de SELADIS)

CRITERIOS DE INTERPRETACION

Los resultados obtenidos para la determinacion de proteinuria fueron comparados con

el rango de referencia: 0,02 — 0,07 g/24 hrs.
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7.3.7 DETERMINACION DE PROTEINAS DE BENCE JONES

Se considerd también importante la determinacion de la presencia de las proteinas de
Bence Jones en orina de 24 horas, debido a que dicha prueba se constituye en una prueba
de rutina en el diagnoéstico de pacientes con Mieloma Multiple y ademas como su nombre lo
indica es capaz de identificar a las proteinas del mieloma o proteinas M (conocidas como
proteinas de Bence Jones) que tienen cadenas livianas lambda o kappa encontradas en la

orina de 24 horas. (47)

Para ello, centrifugamos 10 ml de la orina de 24 horas a 2000 r.p.m. por 10 minutos y
se tomé 5 ml del sobrenadante méas 0,5 ml de &cido sulfasalicilico al 5%. (ver anexos); cuando
se observé la presencia de precipitado en la muestra (turbidez), se consideré inicialmente
positivo y se continud con los pasos sucesivos; en caso contrario se considerd a la muestra

negativa, para Proteinas de Bence Jones.

En caso positivo se confirmo, tomando 5 ml del sobrenadante mas 0,5 ml de Acido
Tricloro Acético (ATA) al 50% (ver anexos), centrifugamos 10 minutos a 2500 r.p.m. Se desechd6
el sobrenadante y se secaron las paredes del tubo con papel filtro. El precipitado obtenido
fue resuspendido y se disolvié con 3 gotas de NH,OH 27%, se absorbié la suspensién con
papel filtro y secamos en la estufa a 37 °C durante 10 minutos. Una vez que estuvo seco el
papel filtro se lo coloc6 en un tubo, al cual se le agregd 1,5 ml de soluciéon amortiguadora de
acetatos (ver anexos) y colocamos el tubo a bafio maria 80 — 90 °C por 10 minutos y sacamos

el papel con varilla de vidrio. Sé centrifugo a 5 minutos a 2000 r.p.m.

La solucion anterior centrifugada corresponde al eluido de acetatos, que podrian
contener las proteinas de Bence Jones, para ello se afadieron 3 gotas de acido
sulfasalicilico al 20%. (ver anexos) y se observo turbidez o la presencia de un precipitado, y ello

confirmaria que la prueba es positiva.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 REDUCCION DE PUENTES DISULFURO

La estandarizacién de la técnica de reduccion de puentes disulfuro, requirié de la
evaluaciéon de diferentes pruebas en las que se variaron las concentraciones de los
reactivos, los modos de empleo de los reactivos (sélidos o diluidos), los tiempos de
incubacién, etc.; hasta obtener la reduccién de cadenas pesadas y livianas de las
inmunoglobulinas y con ello lograr la separacion y obtencion de las cadenas ligeras kappa y
lambda libres.

8.1.1 Evaluacién de los parametros establecidos para la reduccion de

cadenas pesadas y livianas de inmunoglobulinas:

Se determind que la concentracion ideal para la reduccion de cadenas livianas kappa
y lambda era de 0,2 M de Ditiotritol (basandose en el resultado de la inmunoelectroforesis
I.E.F.), los tiempos de incubacién no afectaban mucho y se establecié que el mejor tiempo
era de una hora. También se observd que lo mas conveniente era utilizar el reactivo

Trietanolamida diluido, para el ajuste del pH.

8.1.2 Analisis de los resultados de la reduccién de puentes disulfuro por el

método de inmunoelectroforésis (I.E.F.):

Para cada prueba de estandarizacion de la técnica de reduccién de cadenas livianas
tanto kappa y lambda se procedié a la técnica de inmunoelectroforesis, que nos permitia
confirmar si realmente habiamos logrado la separacion de las cadenas; para lo cual se
hicieron correr las muestras por este método. Una vez concluida la corrida se procedi6 a tefiir

todas las placas, para lo cual empleamos la tincién de Rojo Ponceau.

En la determinacion de la concentracién aproximada de Ditiotritol para la
concentracion 0,2 M, se observo la formacion de bandas de precipitado correspondientes a

anti Ilg G, anti lambda y kappa; las que se hicieron mas evidentes luego de la tincion con
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Rojo Ponceau. (Fig. 1a) En cambio, para las concentraciones de Ditiotritol 0,02 M (Fig. 1b) ¥
0,002 M (Fig. 1c); se observo la presencia de las bandas de precipitado para anti Ig G; sin
embargo, las bandas para anti lambda y anti kappa no pudieron ser observadas; aun

después de la tincion con Rojo Ponceau.

Figura la

Suero tratado con DTT 0,2 M

|
8

Anti Ig G, o anti lambda, ms=—=p»{ ]
o anti kappa (@)

Suero tratado con DTT 0,2

Figura 1b

Suero tratado con DTT 0,02 M

|
8

Anti Ig G, o anti lambda, ms=—=pp! ]
0 anti kappa (@)

Suero tratado con DTT 0,02
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Figura 1c

Suero tratado con DTT 0,002 M

&

Anti Ig G, o anti lambda, me=—=pp|

o anti kappa

Suero tratado con DTT 0,002
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Figura 1a

Suero tratado con DTT 0,2 M
Antilg G

Suero tratadg€on DTT 0,2 M
Anti lambda

Suero tratado con DTT 0,2 M

A una concentracién de DTT 0,2 M, se observan las bandas de precipitado para anti Ig G, anti lambda y anti kappa.
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Figura 1b

Antilg G Suero tratado con DTT 0,02 M

Anti lambda
Suero tratado con DTT 0,02 M

Anti kappa
Suero tratado con DTT 0,02 M

Al trabajar con la concentracion de DTT 0,02 M, solamente se observo la formacién de las bandas de precipitacion para anti Ig
G; mientras que no se formaron bandas de precipitado para anti lambda y anti kappa, como se observa en las fotografias.
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Figura 1¢

Anti lg G Suero tratado con DTT 0,002 M

Anti lambda
Suero tratado con DTT 0,002 M

Anti kappa
Suero tratado con DTT 0,002 M

De la misma forma, al trabajar con la concentracién de DTT 0,002 M, solamente se observé la formacion de las bandas de
precipitacion para anti Ig G; mientras que no se formaron bandas de precipitado para anti lambda y anti kappa, como se observa
en las fotografias.
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Una vez que se hicieron correr las muestras por inmunoelectroforesis para la
determinacion de la cinética de reaccion, se observd que no existe ninguna diferencia
importante en cuanto a los tiempos de incubacion; por ello se determind que lo conveniente

seria trabajar con un tiempo de incubacion de 1 hora.

8.2 METODO ENSAYO INMUNOENZIMATICO SANDWICH

En la primera etapa de estandarizacion del método ensayo inmunoenzimatico
sandwich, se observo que no se presentaban cambios importantes de los resultados al variar
diluciones, tiempos de incubacion, veces de lavados y otros; de esta forma fue mucho mas
facil su estandarizacion. Al estandarizar la técnica con las muestras de sueros dializados y
las muestras de orina de 24 horas de los pacientes aparentemente sanos conjuntamente con
el suero dializado del control positivo, se pudo observar la reproducibilidad de las
absorbancias en cada corrida que se realizaba.

Al ser analizadas las muestras de suero y las cuatro muestras de orina de 24 horas
de los pacientes con Mieloma Multiple, como asi también las muestras de suero y orina de
los pacientes aparentemente sanos; por el método ensayo inmunoenzimatico sandwich, en
las dos corridas evaluadas, se observé nuevamente la reproducibilidad de las absorbancias,

y con tales datos se hizo la evaluacién correspondiente.

El analisis por el método inmunoensayo enzimatico de los pacientes aparentemente
sanos determind que los rangos para la relacion kappa / lambda fueron de 0,8 como el valor
mas bajo y 1,3 como el valor mas alto, estos resultados son algo similares a los obtenidos en
otros estudios; donde el indice k/A lo denominan también radio kappa / lambda y en suero

fue aproximadamente 1:2, es decir; 0,5 (1)

Las muestras de suero de los pacientes con Mieloma Multiple registraron valores
también dentro de los rangos normales o rangos de referencia, como se indican a
continuacién; a excepcion de un caso de un paciente que dio un valor por encima del rango

normal: indice kappa y lambda k/A 2,5.
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Con relacion a las muestras de orina de 24 horas, los resultados obtenidos para
ambos grupos; se pudo registrar valores normales y no tuvieron mayor significado. Es asi,

que en el siguiente cuadro se hace un resumen de dichos resultados. (Grafico 1y 2)

RANGOS NORMALES O RANGOS DE REFERENCIA:

Cadenas ligeras kappa/lambda: 0,61-1,37 (en suero)
Cadenas ligeras kappa/lambda: 0,61-1,37 (enorina)

Nivel Alto: En un tipo especial de mieloma: de cadenas ligeras (12)

Grafico 1. Método ensayo inmunoenziméatico Sandwich
(En suero)
] 1,9
E 1,7
E 15
@
1 13
S u x = 1,100
2 x = 0,960
S o L
c 05
A
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Gidfico 1: En todos los casos el indice kappa : lambda resulté normal, a excepcion del caso de un

paciente con M.M., que dio un indice kappa : lambda de 2,5.
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Gréfico 2: Método ensayo inmunoenzimatico Sandwich
(En orina)
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Gidfico 2: Los resultados del indice kappa : lambda en orina en ambos grupos de estudio, dieron

valores dentro de los rangos normales establecidos.

8.3 TECNICA DE INMUNODIFUSION RADIAL (IDR)

La técnica de inmunodifusion radial (IDR) se basé en el uso de un kit comercial, la
misma determina en forma independiente las cadenas livianas kappa y lambda. Las

muestras de suero y orina fueron analizadas por este método.

En la determinacion de cadenas livianas kappa en suero por IDR se observé que en
las personas aparentemente sanas el promedio dio un valor de 5 656 mg/l (0,5656 g/dl),

mientras que el promedio de los pacientes con Mieloma Multiple fue de 23 872 mg/l (2,3872
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g/dl). Para la determinacion de cadenas livianas kappa en orina de 24 horas, en el caso de
las personas aparentemente sanas no se obtuvieron resultados, debido a la ausencia de los
halos que se forman en el gel de agarosa. Mientras que el promedio de los valores obtenidos
para cadenas livianas kappa en orina de 24 horas de los pacientes con Mieloma Multiple,
fue de 1 930 mg/I (0,193 g/dl).

Con relacién a las cadenas livianas lambda en suero analizadas por IDR, se pudo
determinar que el promedio de las personas aparentemente sanas fue de 3 356 mg/l (0,3356
g/dl), y de los pacientes con Mieloma Multiple el promedio obtenido fue de 3 076 mg/l
(0,3076 g/dl); en cuanto a los resultados de la IDR en las muestras de orina de 24 horas, en
el grupo de las personas aparentemente sanas no se logré observar los halos
correspondientes, ello indicaria una ausencia de dichas cadenas. En los pacientes con
Mieloma Multiple los valores obtenidos fueron bajos por lo que no pudieron ser graficados

debido a que no entraban en la recta. (Grafico 3, 4,5 y 6)

RANGOS NORMALES O RANGOS DE REFERENCIA: (Establecidos por el kit comercial)

Cadenas livianas Kappa: 3130 - 13 243 mg/I

Cadenas livianas Lambda: 3512 - 6 625 mgl/l
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Grafico 3: Técnica de inmunodifusion radial (IDR)
Determinacion de cadenas Kappa (En Suero)
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Giéfico 3: | os valores de cadenas kappa en suero por IDR en dos pacientes con M.M.,
dieron valores por encima del rango normal, (51.800 mg/l).

Grafico 4. Técnica de inmunodifusion radial (IDR)
Determinacion de cadenas Kappa (En Orina)
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Giéfico 4:  os valores de cadenas kappa en orina por IDR dieron valores por muy debajo

del rango normal.
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Gréafico 5: Técnica de inmunodifusion radial (IDR)
Determinaciéon de cadenas Lambda (En Suero)
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Giéfico 5: La inmunodifusion radial para cadenas lambda en ambos grupos de estudio, dieron
valores por debajo del rango normal.

Grafico 6: Técnica de inmunodifusién radial (IDR)
Determinacion de cadenas Lambda (En Orina)
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Gidlico ©: Los valores de cadenas lambda en orina para ambos grupos de estudio, dieron

resultados extremadamente bajos.
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8.4 DETERMINACION DE PROTEINAS

Se determinaron las proteinas en suero por el método de Biuret, de las personas
aparentemente sanas y de los pacientes con Mieloma Multiple. El valor mas bajo de todas
las determinaciones fue de 3,8 g/dl que correspondia al de un paciente con Mieloma
Multiple, mientras que el valor méas alto fue de 9,4 g/dl, resultado que correspondia al de una
persona aparentemente sana. El promedio de las muestras de las personas aparentemente
sanas fue de 8,16 g/dl (8.160 mg/dl), y el valor promedio en la determinacién de proteinas
de los pacientes con Mieloma Mdltiple fue de 6,56 g/dl (6.560 mg/dl). (Grafico 7)

RANGO DE REFERENCIA: 6,2 — 8,5 g/dl

Gréafico 7: Determinacion de Proteinas
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Giéfico 7: Los resultados de las proteinas de las personas aparentemente sanas se encontraban
dentro de los rangos de referencia, a excepcién de dos muestras, una con un valor elevado de (9,4
g/dl) y el otro ligeramente elevado de (8,8 g/dl). En cambio, de los pacientes con (M.M.) uno dio un

valor muy bajo de (3,8 g/dl) y el otro ligeramente elevado de (8,8 g/dl).
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8.5 DETERMINACION DE PROTEINURIA

La determinacion de proteinuria, se realizé en cuatro muestras de orina de 24 horas
de los pacientes con Mieloma Multiple, el valor mas bajo fue de 0,071 g/24 horas y los
valores mas altos fueron de 0,107 y 0,263 g/24 horas; la media de estas determinaciones fue
de 0,161 g/24 horas. Los resultados obtenidos, fueron comparados con los valores

establecidos en un trabajo de tesis anterior. (15) (Grafico 8)

RANGO DE REFERENCIA: 0,02 — 0,07 g/24 hrs.

Grafico 8: Determinacién de Proteinuria
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Giéfico 8: En la prueba de proteinuria, se observé que el promedio de los valores de pacientes

con Mieloma Multiple es mayor al rango de referencia obtenido en nuestro medio. (15)
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8.6 DETERMINACION DE PROTEINAS DE BENCE JONES

La prueba de proteinas de Bence Jones se realizé con las cuatro muestras de orina
de 24 horas de los pacientes con Mieloma Multiple, de las cuatro; tres de ellas dieron

resultado negativo y una dio resultado positivo.

PACIENTES PROTEINAS DE BENCE JONES
Paciente N° 1 Negativo
Paciente N° 2 Negativo
Paciente N° 3 Negativo
Paciente N° 4 Positivo
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IX. DISCUSION

En aquellos pacientes con sospecha de una discrasia de células plasmaticas (por
ejemplo, el Mieloma Multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, gammapatia monoclonal
de significado desconocido, se utilizan diferentes métodos de diagndstico; principalmente la
electroforesis de inmunofijacion, nefelometria, EIA, mediciones de cadenas ligeras libres en

SUero Y otros. (, 6)

La Guia Clinica de ARUP’S (Associated Regional and University Pathologists), indica
que las proteinas monoclonales se encuentran en suero y/u orina en un 99% de los
pacientes con Mieloma Multiple, sin embargo; un nimero pequefio de pacientes puede
también excretar en su orina cadenas livianas libres kappa o lambda, lo que se conoce como
proteinuria de Bence Jones. En pacientes que solo presentan la enfermedad de cadenas
livianas, la proteinuria de Bence Jones puede ser detectable. (5, 6)

Sin embargo, la proteinuria de cadenas livianas no siempre es sinébnimo de un
proceso maligno; puesto que algunos pacientes MGUS (Gammapatia Monoclonal de
Significado Desconocido) solo excretan pequefas cantidades. La proteina total urinaria y las
cadenas livianas de Bence Jones son determinadas nefelometricamente con adicion de
albumina. Pero estos valores de proteinas totales son diferentes cuando se determinan por
métodos quimicos, y los mismos se caracterizan por tener una baja estimacién para las

cadenas livianas urinarias. (5)

En esta guia se menciona, también, el uso de la electroforesis por inmunofijacién
(IFE), es un método muy sensible que permite detectar, confirmar y caracterizar la presencia
de gammapatias monoclonales identificadas por una electroforesis de proteinas en suero
(SPEP) en pacientes sospechosos de discrasias de células plasmaticas; (Ej.: Mieloma
Multiple, macroglobulinemia Waldenstrom's, MGUS, enfermedad de cadenas livianas o
pesadas) u otros procesos linfoproliferativos. La IFE es particularmente utilizada en identificar
proteinas monoclonales menores, componentes de cadenas livianas de proteinas

monoclonales, y las bandas ocultas observadas en SPEP. (, 6)
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Es asi, que para la determinacion de cadenas livianas libres kappa y lambda en orina
(Proteina de Bence Jones), los métodos que se emplean son: electroforesis por
inmnunofijacion cuantitativa y nefelometria. La informacion obtenida se correlaciona con los
resultados obtenidos en la electroforesis de proteinas en suero, la cuantificacion de
inmunoglobulinas y la informacion clinica; con todos estos datos se interpretan los resultados
que incluye: 1) evaluacion del test como positivo 0 negativo por la presencia de proteinas

Bence Jones y 2) determinacion de la proteina de Bence Jones especifica. (5)

En los Servicios de Hematologia y Patologia del Hospital Santojanni de la ciudad de
Buenos Aires, se ha presentado un caso de Mieloma Multiple estadio Il A y cancer de
mama con antecedentes de cancer de endometrio 10 afios antes, en una paciente de sexo
femenino de 77 afios de edad con hipertension arterial, diabetes tipo I, internada por astenia

y dolores 0seos. (57)

Lo cual llevé a analizar que la ocurrencia de multiples enfermedades neoplasicas es
mas frecuente en pacientes mayores de 65 afios de edad, lo que llamoé la atencion fue la
combinacién poco frecuente de cancer de mama y Mieloma Mdltiple simultaneos, y una
tercera neoplasia, cancer de endometrio. Dentro de todas las pruebas de laboratorio
realizadas se incluyo la determinaciéon de cadenas livianas kappa positivas en orina. No se
completo el estudio genético por fallecimiento de la paciente. Se concluyé que es posible la
presentacion simultanea de Mieloma Multiple y Cancer de mama. A pesar de la tendencia
de los mastblogos a adjudicar siempre la patologia 6sea a metastasis y la paraproteina a
manifestacion paraneoplasica, debe pensarse en la asociacién. En nuestro caso ambas
citologias, la del mieloma y la del tumor de mama, fueron de caracteristicas morfoldgicas

distintas, cada una con su identidad propia. (57)

En el Instituto Clinico Kinast & Asociados se han desarrollado técnicas clinicas para
afrontar al Mieloma Multiple, y para establecer su diagnostico se emplean pruebas de
laboratorio; como ser, la determinacion de proteina M en suero y/u orina; principalmente se
identifica la cadena pesada y liviana de la proteina M, mediante immunoelectroforesis o

immunofijacion. (13, 14)

En la mayoria de los pacientes con mieloma, el glomérulo renal funciona

normalmente, permitiéndole solo a aquellas proteinas de peso molecular pequefio, tales
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como la albumina y las cadenas livianas, filtrarse en la orina. En los tdbulos la concentracion
de proteinas aumenta segun el agua es reabsorbida, esto lleva a la precipitacién de
proteinas y a la formacién de desechos tubulares, que podrian ocasionar dafos a las células
tubulares. Con las lesiones tubulares, los patrones tipicos de electroforesis muestran un
méximo de albumina pequefio y un maximo de cadena liviana mas grande en la regién
globulina; este patron tubular es el que usualmente se encuentra en los pacientes con

mieloma. (14)

Pero cuando existen lesiones glomerulares, tales como aquellas que resultan de los
depdsitos glomerulares de amiloide, o enfermedad de depdsitos de cadena ligera, dan como
resultado el escape no selectivo de todas las proteinas sericas hacia la orina; y el patrén de

electroforesis de esta orina semeja el patron serico. (14)

Finalmente el Instituto Clinico Kinast & Asociados ha establecido que estos estudios
iniciales deberian ser comparados con valores subsecuentes mas luego, cuando sea
necesario decidir si la enfermedad es estable o progresiva, y si responde al tratamiento o

empeora. (14)

En el presente trabajo se obtuvieron resultados importantes en relacion con las
pruebas estandarizadas. La primera técnica estandarizada fue la de reduccién de puentes
disulfuro que permiti6 la obtencion de cadenas livianas kappa y lambda libres. Se
recolectaron las muestras de suero de los pacientes aparentemente sanos y de los pacientes

con Mieloma Multiple.

Es importante destacar que de los cinco casos positivos (con diagnéstico de mieloma
confirmado), cuatro de los pacientes se encontraban en tratamiento con quimioterapia desde
hace mas de un afio, y solo uno de los pacientes; fue diagnosticado recientemente, se le
tomo6 la muestra de sangre y recolecté su muestra de orina antes de que iniciara su

tratamiento con quimioterapia.

Los sueros procesados en esta primera fase fueron almacenados y una vez que se
contaba con todas las muestras, sé procedi6 a la realizacion del método ensayo

inmunoenzimatico sandwich (EIA) ya estandarizado.
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La técnica de inmunodifusion radial (IDR) nos sirvi6 como método de referencia, por
gue permitid hacer la comparacion respectiva de los resultados obtenidos por la técnica de
EIA estandarizada. Por otro lado la determinacion de proteinas totales, proteinuria y la
determinacion de proteinas de Bence Jones que se utilizan como pruebas de rutina para el
diagnoéstico de Mieloma Mdltiple, en nuestro caso nos sirvido de apoyo para confrontar los
resultados obtenidos tanto en las muestras de personas aparentemente sanas como de

aguellas personas con un diagnéstico establecido. (4, 8, 11, 14, 21, 24, 26, 28, 37, 48, 53, 66)

Los métodos empleados para la estandarizaciéon de las técnicas de reduccién de
puentes disulfuro para la obtencién de cadenas livianas kappa y lambda y el ensayo
enzimatico sandwich, requirieron de mucho tiempo y de varias pruebas preliminares hasta la
optimizacion de los dos métodos. Finalmente fueron evaluados y comparados con kits

comerciales.

En la intencién de ofrecer un método confiable para poder determinar la presencia de
cadenas livianas y poder establecer su proporcién y que, ademas, tengan un precio
asequible a la poblacion de escasos recursos econdémicos; nos llevd a plantear la

estandarizacion de tales métodos.

En la reduccion de cadenas livianas kappa y lambda fue necesario hacer una
evaluacibn minuciosa para lo cual se requiri6 de otras pruebas adicionales como la
inmunolectroforesis y la tincién con Rojo Ponceau. Una vez separadas las cadenas kappa y
lambda (solo en suero), se analizaron las muestras de suero y orina por el método ensayo
enzimatico sandwich; se observé que de los pacientes aparentemente sanos los resultados

obtenidos entran dentro de los valores normales.

De los pacientes con Mieloma Multiple, cuatro muestras de suero al ser analizadas
por el método ensayo inmunoenzimatico sandwich; dieron valores similares a los del grupo
de pacientes aparentemente sanos; los mismos recibian tratamiento con quimioterapia hace
més de un afio y clinicamente, estos pacientes se encontraban en buenas condiciones.
Mientras que al Ultimo paciente, se le tomo la muestra antes de iniciar su tratamiento. El

ensayo inmunoenzimatico tipo sdndwich solo detecto un valor alto del indice kappa / lambda
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(2,5); tratdndose de un paciente que también recibia tratamiento con quimioterapia desde
1997.

En el método ensayo enzimatico sandwich para el control negativo y sobre todo con
fines comparativos se emplearon solo dos muestras de orina de 24 horas de pacientes
aparentemente sanos, los resultados obtenidos; dieron valores dentro de lo normal al igual

gue de las cuatro muestras de orina de 24 horas de los pacientes con Mieloma Multiple.

En el caso de la técnica de inmunodifusion radial (IDR), para la determinacion de
cadenas livianas tanto kappa como lambda en suero; se utilizaron kits comerciales y en
ambos casos se hizo la determinacién por separado; la inmunodifusién radial se utilizé6 como
método de referencia para el desarrollo de la técnica estandarizada de ensayo
inmunoenzimatico tipo sandwich (EIA). Los resultados de las cinco muestras de suero de las
personas aparentemente sanas, dieron resultados normales dentro de los rangos esperados;

tanto en la determinacién de cadenas kappa como lambda.

De los resultados obtenidos de los sueros de los pacientes con Mieloma Multiple,
tres dieron resultados dentro de los rangos normales tanto para kappa y lambda; pero en la
determinacion de cadenas kappa, dos muestras de sueros dieron resultados por encima de
lo normal; en ambos casos se registrd un resultado de 51.800 mg/l. Estos resultados
correspondian a un paciente con tratamiento con quimioterapia, cuyo resultado coincide con
el detectado por el método ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich en el que también dio un
indice kappa/ lambda elevado y el otro caso se trataba del paciente que aun no habia

recibido ningun tratamiento.

En las determinaciones de orina por inmunodifusion radial (IDR), en el caso del
control de pacientes aparentemente sanos, no se observo la formacién de los halos de
precipitado; porque normalmente en orina no existe la presencia de cadenas livianas kappa
ni lambda, mientras que en las muestras de orina de los pacientes con Mieloma Mdltiple se
pudo determinar la formacion de los halos, se presentaron dos casos de dos pacientes con
valores altos de cadenas kappa; mientras que los demas dieron valores bajos al igual que
para las cadenas lambda a excepcion de un solo caso de un paciente en el que no se formo

el halo correspondiente.
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En la determinacion de proteinas totales en suero de los pacientes aparentemente
sanos, se debe resaltar que de las cinco muestras, una de ellas dio un valor por encima de lo
normal (9,4 g/dl). De los pacientes con Mieloma Mdltiple, tres de ellos dieron valores que
entraban dentro de los rangos de referencia, uno de ellos dio un valor muy bajo (3,8 g/dl)
mientras que de los dos pacientes en los que se registré un valor alto para las cadenas
kappa por IDR; los valores de proteinas totales del paciente que recientemente fue
diagnosticado dio un valor de proteinas ligeramente elevado (8,8 g/dl); mientras que del otro

paciente que recibia tratamiento con quimioterapia dio un valor normal (6,2 g/dl).

La determinacién de proteinuria es una prueba caracteristica para la evaluacion de
pacientes con Mieloma Mdltiple, en la que tres de los pacientes dieron resultados de
proteinuria elevados (0,203 — 0,263 — 0,107 g/24 horas); y solo uno de ellos dio un resultado
gue se encontraba en el limite superior (0,071 g/24 horas). En esta determinacién es
importante destacar que no fue posible contar con las cinco muestras de orina de 24 horas,
debido a que una paciente no pudo recolectar la orina de 24 horas.

La prueba de proteinas de Bence Jones, aunque es una prueba semicuantitativa,
contribuye de alguna manera en el diagnostico. Es por ello que de las muestras de orina de
24 horas, tres dieron un resultado negativo y solo el caso del paciente recientemente

diagnosticado dio un resultado positivo.

El analisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo va mas alla de
estandarizar técnicas que permitan ampliar el espectro de las pruebas de laboratorio que se
ofrecen para el diagnéstico del Mieloma Madaltiple. En nuestro grupo de pacientes
aparentemente sanos, todos los resultados obtenidos de las distintas pruebas y técnicas
realizadas; dieron valores dentro de los rangos de referencia, a excepcion del caso de un
paciente varon que presentd un valor de proteinas totales elevado. Es por ello, que el
examen de las proteinas del plasma puede proporcionar informacion que refleje estados
patolégicos en muchos sistemas organicos. La medicibn mas frecuentemente practicada, la
de las proteinas totales, suele hacerse en suero, que no tiene fibrinbgeno ni ningan
anticoagulante que pueda diluir ligeramente las proteinas en plasma. Aunque la

determinacion de proteinas totales proporciona al médico alguna informacion acerca del
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estado general del paciente con relacién a su nutricién en alguna enfermedad orgénica grave
(como en los estados con pérdida de proteinas), otros fraccionamientos dan informacién

clinicamente mucho mas (til. (s, 26)

De acuerdo con la bibliografia revisada, las causas mas frecuentes para que se
produzca una elevacién de las proteinas totales podrian ser: deshidratacién, ejercicios
severos, infecciones y cancer. En el caso de una deshidratacion o la realizacion de ejercicios
severos lo que ocurre es una pérdida de los fluidos corporales, donde se incrementa la
concentracion de las fracciones proteicas ya sea en forma relativa o en su totalidad. En los
casos de infeccion por microorganismos, la elevacion puede deberse a un incremento de la
fraccion de gamma globulinas; pero los anticuerpos formados comienzan el ataque a tales
microorganismos. El incremento de proteinas totales también se presenta en varios tipos de
cancer, frecuentemente reflejan una sintesis anormal de proteinas por el tumor (un ejemplo

incluye el antigeno carcionoembrionario y la alfafetoproteina). (s, 26)

Por otro lado, analizando los resultados de los pacientes con Mieloma Mdltiple; la
primera paciente era una mujer de 73 afios, se establecié su diagnostico en 1999 y recibia
tratamiento con quimioterapia. Las pruebas realizadas fueron solamente en suero, debido a
que la paciente no logré recolectar la muestra de orina de 24 horas, dentro de los resultados
obtenidos se tiene que los valores de proteinas totales entran dentro de los rangos normales
(7,4 g/dl), el valor del indice kappa y lambda por la técnica de EIA estandarizada dio un valor
de 1,0 que se considera normal. Por IDR tanto las cadenas kappa (7.480 mg/l) y lambda
(3.750 mg/l) dieron valores dentro de los rangos de referencia en ambos casos. Con estos
escasos datos pero significativos, nos indicaria que el tratamiento de quimioterapia para la
paciente esta dando buenos resultados; debido a que no presenta valores elevados dentro
de los parametros evaluados, pero; aun asi, es de importancia hacer un seguimiento tanto

clinico como de laboratorio después de cada sesion de quimioterapia.

El segundo paciente se trataba de un vardn de 39 afios, su diagnostico se establecié
en el 2001 y recibia tratamiento con quimioterapia. Las pruebas realizadas fueron en suero y
en orina, el valor del indice kappa y lambda en suero por la técnica de EIA estandarizada dio
un valor de 0,8 y en orina de 1,0; se considera normal para ambos casos. Por IDR, la

determinacion de cadenas kappa en suero dio un valor dentro del rango normal (3.100 mg/l)

KARINA Z. C. DELGADO FLORES -99 -



DESARROLLO DE UN METODO INMUNOENZIMATICO PARA APOYO AL DIAGNOSTICO Y
SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE

mientras que la medicion de las cadenas lambda en suero dio un valor por debajo del rango
normal (2.410 mg/l); lo cual no se considera significativo desde el punto de vista clinico. En
cambio la IDR en orina de 24 horas para las cadenas kappa dio un valor (5.180 mg/l),
mientras que para las cadenas lambda no hubo la formacion del halo respectivo. En la
medicion de las proteinas totales se registrd6 un valor que entra dentro de los rangos
normales (6,6 g/dl), en la determinacion de las proteinas de Bence Jones el resultado fue
negativo y en la prueba de proteinuria el valor se encontraba por encima de lo normal (0,203
0/24 horas). En este caso, lo que llama la atencién es el valor de la proteinuria y el de las
cadenas kappa en orina; lo cual nos indicaria que el paciente pese al tratamiento ain esta
eliminando cadenas kappa y proteinas por orina. Por tanto, seria conveniente hacer una
evaluacién mas minuciosa después de cada tratamiento; como lo sugieren los cientificos de
la Universidad de Birmingham que dicen: “Nuestro trabajo demuestra que la medicién en
suero de Cadenas Livianas Libres (CLL) se puede usar para identificar y monitorear
pacientes con mieloma de cadenas livianas. Ademas, la evaluacién en suero de CLL es un
marcador mas preciso de la desaparicion completa de la enfermedad en comparacién con el

test en orina". (29)

Tercer paciente, varén de 68 afios; se establecidé su diagnostico en 1998 y recibia
tratamiento con quimioterapia. Las pruebas realizadas fueron en suero y en orina, el valor del
indice kappa y lambda en suero por la técnica de EIA estandarizada dio un valor de 0,5y en
orina de 0,9; se considera normal para ambos casos. Por IDR, los resultados obtenidos en la
determinacion de cadenas kappa (5.180 mg/l) y lambda (3.750 mg/l) dieron valores dentro
de los rangos normales; en cambio los valores en orina de kappa y lambda fueron (130 mg/l)
y (577 mg/l) respectivamente. En la medicion de las proteinas totales se registré un valor que
esta por debajo del rango normal (3,8 g/dl), mientras que en la determinacion de las
proteinas de Bence Jones el resultado fue negativo y en la prueba de proteinuria el valor se
encontraba en el limite superior del rango normal (0,071 g/24 horas). Los datos que llaman la
atencion en este caso, son los que se relacionan con la orina de 24 horas; por un lado el
valor de proteinuria se encuentra en el limite superior y en la misma orina encontramos
cantidades aunque bajas de kappa y lambda, ello podria deberse a que aun existe algun
compromiso renal, lo cual es bastante frecuente en los pacientes con Mieloma Mdltiple. Por

otro lado, las proteinas totales medidas en suero se encuentran muy bajas, las causas
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podrian ser: cancer gastrointestinal, enfermedades del higado, una mala nutricion,

cantidades bajas de tiamina, glomerulonefritis. (g)

El cuarto paciente de 52 afios fue diagnosticado en 1997 y recibia tratamiento con
gquimioterapia, so6lo en este caso; el valor del indice kappa y lambda en suero por la técnica
de EIA estandarizada dio un valor elevado de 2,5; mientras que en la orina el valor fue de
1,0; los valores de kappa evaluados por IDR en suero dieron un valor también elevado
(51.800 mg/l), en cambio para lambda también en suero, el resultado se encontraba por
debajo del rango normal (3.060 mg/l). Sus proteinas totales se encontraban normales (6,2
g/dl), las proteinas de Bence Jones dieron un resultado negativo; pero en la determinacion
de proteinuria se registré un valor por encima del rango normal (0,107 g/24 horas).

De acuerdo con la bibliografia revisada se tiene que en aproximadamente el 40 % de
los pacientes con mieloma de diagnostico reciente y que reciben tratamiento con
guimioterapia, puede producirse una remisiéon de la enfermedad. La duracion promedio de la
remision es de aproximadamente 2 afios y la tasa media de supervivencia es de
aproximadamente 3 afios. Menos del 10 % de los pacientes viven mas de 10 afios y no
existen evidencias de cura ni incluso en un pequefio subgrupo de pacientes. Por lo tanto, el
problema principal es la resistencia al tratamiento, con una baja frecuencia de remision
completa y la recidiva inevitable a menos que ocurra la muerte del paciente por otra

enfermedad no relacionada o una leucemia secundaria. (4)

El caso de este paciente podria incluirse dentro de este 40%, debido a que presenta
problemas en cuanto a la eliminacién de proteinas por la orina; y como consecuencia de ello,

se encontraron cadenas kappa en suero por las dos técnicas evaluadas.

El dltimo paciente, varon de 61 afios; recientemente diagnosticado y hasta el
momento en que se le tomd la muestra de sangre y se recolecté la orina de 24 horas, no
habia recibido tratamiento alguno. Por la técnica de EIA los valores del indice kappa y
lambda en suero y orina entraron dentro del rango normal 0,7 y 0,8 respectivamente, en
cambio, por IDR la determinacion de las cadenas kappa registraron un valor muy elevado
(51.800 mg/l) pero el valor de las cadenas lambda se encontraban por debajo del rango
normal (2.410 mg/l); los valores en la orina también dieron valores altos para kappa (1.960

mg/l) y no asi, para lambda (370 mg/l).
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En la medicion de las proteinas totales, el valor se encontraba ligeramente elevado
con relacién al rango normal (8,8 g/dl); fue el Gnico caso en la prueba de proteinas de Bence
Jones que dio un resultado positivo. Finalmente la prueba de proteinuria dio una valor por

encima del limite superior del rango de referencia (0,263 g/24 horas).

En este caso, existen diferencias marcadas de los resultados obtenidos por EIA y por
IDR, es aceptable que las cadenas kappa se encuentren demasiadas elevadas en suero;
tratAndose de un paciente recientemente diagnosticado. De la misma forma la prueba
caracteristica de los pacientes con Mieloma Mdultiple, presentan resultados positivos para
proteinas de Bence Jones y por lo tanto su valor de proteinuria también sera alto. La razén
posible por la que no se registré un valor elevado del indice kappa y lambda por EIA, se
deba al proceso de congelacién después de la reduccion de cadenas por las que paso la

muestra.

En resumen analizando los resultados en forma global, cuatro de los pacientes fueron
diagnosticados con Mieloma Multiple desde hace mas de tres afios; y solo un paciente fue
recientemente diagnosticado, los resultados obtenidos por el método de EIA estandarizado
son valores que entran dentro de un rango de referencia; debido a que son pacientes
controlados por el tratamiento con quimioterapia y acuden a una evaluacién médica cada
cierto tiempo, con el fin de poder controlarlos. Ello podria corroborarse con los datos
obtenidos con la técnica de comparacion IDR donde la determinacién de cadenas kappa y

lambda presentaron resultados también normales.

Lo que si, es importante destacar que por ambas técnicas en muestras de orina de 24
horas, pudo detectarse la presencia de cadenas kappa y lambda. Ello correlacionaria a los
valores obtenidos en la prueba de proteinuria, donde tres pacientes presentaron resultados
por encima del rango normal. Clinicamente se debe a que el rifion es afectado
aproximadamente en la mitad de los pacientes con Mieloma Multiple en algun periodo de su
evolucion y un 25 — 30 % tiene insuficiencia renal en el momento del diagndstico y en el resto
la insuficiencia renal aparece en el curso de la enfermedad. Es por ello, que la mayoria de

los pacientes con insuficiencia renal presentan proteinuria de cadenas ligeras. (1)

Los resultados que discrepan por ambas técnicas son: por EIA estandarizada solo fue

posible determinar un indice kappa / lambda elevado en suero, de un paciente diagnosticado
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con Mieloma Multiple desde 1.997 y que recibia tratamiento con quimioterapia. Aunque los
valores de proteinas totales y de proteinas de Bence Jones no fueron significativos, a
excepcion de su proteinuria que dio un valor también elevado; clinicamente se debe a que
los pacientes aun en tratamiento, suelen presentar momentos de decaimiento sobre todo por
complicaciones renales y es donde nuevamente eliminan cadenas kappa y lambda por orina
y en este caso es posible detectarlas también en suero. Es por ello que los controles
médicos que se aplican en otros paises después de cada sesion de quimioterapia, incluyen
distintas pruebas de laboratorio que permiten evaluar el estado del paciente y de esta

manera poder controlar la enfermedad.

En cambio, por la técnica de IDR comercial fue posible detectar solo valores muy
elevados de cadenas livianas kappa en dos casos de pacientes; uno de ellos coincide con la
técnica de EIA, mientras que el otro caso que no pudo ser detectado por EIA es del paciente
que recientemente fue diagnosticado y que no habia recibido ningln tratamiento hasta el
momento en que se le tomd la muestra de sangre y orina. Ello tendria correlaciéon con las
otras pruebas realizadas; donde dio valores por encima de los rangos normales para
proteinas totales, proteinuria y fue el Unico caso que dio proteinas de Bence Jones positivo.

De acuerdo con otros trabajos de investigacion se tienen datos muy importantes con
relaciéon al presente trabajo, donde principalmente se analiza que en pacientes con Mieloma
Multiple se presenta un exceso en la circulacion de cadenas pesadas como alfa (a) o
gamma () en un 0,38% y las cadenas livianas kappa (k) o lambda (4) en un 0,48%. Por
ambas técnicas evaluadas en el presente trabajo, se pudo determinar que en dos casos de
los pacientes con Mieloma Mdltiple; existe un incremento de las cadenas livianas,

particularmente de las cadenas kappa. (16)

Existen varios estudios acerca de la medicion exacta de las concentraciones de las
cadenas livianas libres en suero y orina, debido a que dichos resultados son muy
importantes para el diagnostico y para las implicaciones terapéuticas que podrian
presentarse. Los distintos trabajos de investigacion le dieron mayor relevancia a la obtencién
de anticuerpos monoclonales en ratones inmunizados donde dieron resultados

sorprendentes al ser medidos por ELISA, por este método se obtuvieron valores en
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concentraciones de cadenas kappa y lambda en suero y orina, es decir, en (microgramos/ml)

y al mismo tiempo se obtuvieron los datos del radio (kappa: lambda) en suero y orina. (1, 7)

De dichos estudios, en las diferentes pruebas realizadas para la cuantificacion de
cadenas livianas kappa y lambda libres tanto en orina como en suero; se han empleado
anticuerpos monoclonales basado en el inmunoensayo enzimatico — enlazado. De estos
estudios se obtuvieron preliminarmente resultados expresados en (microgramos/ml), asi
también se tienen datos del indice kappa y lambda también en forma preliminar. Del mismo
modo el presente trabajo ha obtenido datos en forma preliminar y una vez que se optimice el
método de inmunoensayo sandwich, tomando en cuenta un mayor nimero de pacientes

aparentemente sanos, se podria establecer los rangos de referencia para nuestro medio. (7)

Al hacer el andlisis correspondiente de la técnica de EIA estandarizada que no pudo
detectar el caso del paciente recientemente diagnosticado y sin tratamiento, se concluye que
la posible causa se deba a la gran cantidad de inmunoglobulinas que se hallaban presentes
en el suero del paciente y las mismas al ser tratadas con reactivos como el Ditiotritol,
lodoacetamida, Trietanolamida y por ser congeladas hasta su evaluacion, ello posiblemente
haya ocasionado la pérdida de las cadenas livianas tanto kappa como lambda; porque de
acuerdo a la referencia bibliografica, se recomienda trabajar con muestras de suero fresco

y/o las mismas no deben ser congeladas. (52)

El presente trabajo es un estudio preliminar con resultados interesantes y relevantes,
sin embargo; como cualquier trabajo de investigacion se constituye en la base para la
realizacion de posteriores trabajos con distintos objetivos y perspectivas. Por ello, cuando se
estandariza una nueva técnica a partir de los propios recursos con los que se cuenta,
siempre se busca lograr una técnica éptima y rapida para el diagndstico en este caso de
pacientes con Mieloma Mdltiple, quizas en un futuro se pueda optimizar mejor esta técnica
utilizando anticuerpos monoclonales elaborados por uno mismo y de esta forma mejorar el
método; o hacer distintas pruebas en la técnica como ser: variacion de reactivos, periodos de

incubacion y otros.

La determinacién del indice kappa / lambda por el método ensayo inmunoenzimatico

tipo sandwich (EIA) estandarizado en el presente trabajo, podria ser incorporada dentro de
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los exdmenes de rutina debido a su utilidad sobre todo para la evaluacion del seguimiento
terapéutico. Es asi, que la técnica estandarizada aportaria en la valoracion del tratamiento de
los pacientes con Mieloma Multiple; es decir, después de cada quimioterapia, realizar como
examen de rutina la determinacion del indice kappa / lambda previa reduccion de cadenas
livianas y luego EIA; con lo que se evaluaria el estado del paciente y al mismo tiempo la

evolucion de la enfermedad.
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X. CONCLUSIONES

e Se obtuvieron las cadenas kappa (k) y lambda (A) libres a partir de inmunoglobulinas
séricas, por medio de la estandarizacion de la técnica de reduccion de puentes

disulfuro.

e Se estandarizé el método inmunoenzimético sandwich (EIA) para la evaluacion de las

cadenas livianas kappa y lambda en sueros normales y patolégicos.

e En los pacientes que inicialmente son diagnosticados con Mieloma Mdltiple los

niveles de cadenas kappa y lambda se encuentran elevados.

e Enlos pacientes con Mieloma Mdultiple que se encuentran en tratamiento, los valores
de la relacion kappa y lambda varian de acuerdo al tiempo de tratamiento con
quimioterapia, asi; como a la respuesta de cada individuo.
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Xl.  RECOMENDACION

e Es importante tomar en cuenta que para la determinacion de cadenas livianas libres
kappa y lambda se debe trabajar con muestras de suero fresco y no deben ser
congeladas, porque ello podria afectar en su determinacion.

e Seria importante hacer seguimiento de los pacientes con Mieloma Mdultiple que

reciben tratamiento con quimioterapia a través de una evaluacion laboratorial.

o Es importante realizar un estudio de Test Diagndstico, para validar la técnica

estandarizada del método inmunuenzimatico tipo sandwich.

e Para la continuacién del presente trabajo recomendaria establecer los rangos de

referencia en nuestro medio del indice kappa / lambda.
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XIl.
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PREPARACION DE REACTIVOS

# ACIDO ACETICO 1%
Acido Acético Glacial

Agua Destilada

# ACIDO ACETICO 2%
Acido Acético Glacial

Agua Destilada

@ ACIDO SULFASALICILICO 5 %
Acido sulfasalicilico

Agua destilada

# ACIDO SULFASALICILICO 20 %
Acido sulfasalicilico

Agua destilada

# ACIDO TRICLOROACETICO 50 % (ATA)
ATA

Agua Destilada

@ AGAROSA 1%
Agarosa (de alta electroenddésmosis)
Tampoén Michaelis

Azida de Na

0,25 ml

25 ml

0,5 ml

25 ml

059
10 ml

29
10 ml

59
10 ml

01g
10 ml

1 pizca



# DITIOTRITOL 2 M
Ditiotritol 3,089

Agua Destilada 10 ml

# |_ECHE DESCREMADA
Leche descremada 1g

PBS 0,1 M pH 7,2 20 ml

# PBS - TWEEN
PBS 0,1 M pH 7,2 100 ml

Tween 0,05 ml

# ROJO PONCEAU 1%
Rojo Ponceau 0,25¢g

Agua Destilada 25 ml

# SOLUCION SALINA FISIOLOGICA 0,85 % 0 SALINA NORMAL
Cloruro de Na 859

Agua Destilada 1000 ml

# SOLUCION AMORTIGUADORA DE ACETATOS
Acetato de sodio 0,1 M 0,685¢g
Acido acético 0,1 M 0,32 ml

Agua destilada 100 ml



# SUSTRATO

OPD 25 mg
Tampon Citrato — Fosfato 10 ml
Peroxido de hidrégeno 0,007 ml

#® TAMPON FOSFATO - SALINA 0.15 M pH 7,2 (PBS)

Fosfato Monobasico de sodio anhidro 8,099
Fosfato Dibésico de Sodio 2,159
Cloruro de Sodio 4,38¢
Agua destilada 1000 ml

#® TAMPON MICHAELIS

Barbital sédico 29,42 ¢

Acetato de sodio 19,42 ¢

Azida de sodio 10 % 1 ml

Agua destilada 1000 ml

H Cl Para ajustar el pH

@ TAMPON CARBONATO - BICARBONATO
NaH C Os 0,336 g
Naz C Os 0,424 g

Agua Destilada 20 ml



#® TAMPON FOSFATO CITRATO
Na, HP Oa
Acido citrico

Agua Destilada

#® TRIS-HCI 0,15MpH 7,2
Tris o Tris Base

Agua Destilada

0,568 g
0,384 g

20 ml

15 ml

85 ml
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