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Resumen

Las gammapatias monoclonales (GM) se caracteri-
zan por la produccién clonal de inmunoglobulinas
o sus subunidades, incluyendo cadenas livianas li-
bres (CLL). La cuantificacién de CLL séricas ha de-
mostrado ser una herramienta altamente sensible
para el diagnoéstico precoz, monitoreo y prondstico
de distintas GM, como la gammapatia monoclonal
de significado indeterminado, el mieloma multiple
y la amiloidosis AL. Su vida media corta permite
una evaluacion dinamica de la respuesta terapéutica
y la deteccion temprana de recaidas. Existen dife-
rentes métodos comerciales para su cuantificacion,
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basados en interaccion inmunoldgica de tipo secun-
daria (inmunoturbidimetria o inmunonefelometria)
o primaria (ELISA), que presentan variabilidad en
su desempeiio analitico y no son comparables en-
tre si. La interpretacion clinica de los resultados re-
quiere considerar aspectos metodologicos y factores
fisiopatoldgicos individuales, tales como la funcién
renal y la sintesis policlonal de inmunoglobulinas.
El seguimiento consistente en un mismo laboratorio
resulta fundamental para garantizar la comparabi-
lidad y confiabilidad de los resultados en el manejo
clinico de los pacientes.
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Abstract

Monoclonal gammopathies (MGs) are character-
ized by the clonal production of immunoglobulins
or their subunits, including free light chains (FLCs).
The quantification of serum FLCs has proven to
be a highly sensitive tool for the early diagnosis,
monitoring, and prognosis of various MGs, such as
monoclonal gammopathy of undetermined signifi-
cance, multiple myeloma and AL amyloidosis. Their
short half-life allows for a dynamic assessment of
therapeutic response and early detection of relapse.
Several commercial methods are available for FLC
quantification, based on either secondary immuno-
logic interaction (immunoturbidimetry or immu-
nonephelometry) or primary interaction (ELISA),
which show variability in analytical performance
and are not interchangeable. Clinical interpretation
of the results requires consideration of both meth-
odological aspects and individual pathophysiolog-
ical factors, such as renal function and polyclonal
immunoglobulin synthesis. Consistent follow-up
within the same laboratory is essential to ensure
comparability and reliability of results in the clinical
management of patients.

Introduccion

Las gammapatias monoclonales (GM) se definen
como la presencia de inmunoglobulinas monoclo-
nales intactas o sus subunidades, cadenas livianas
libres (CLL) o cadenas pesadas; producidas por la
proliferacion clonal de células del linaje B, tipica-
mente células plasmaticas o linfoplasmocitos. Las
inmunoglobulinas monoclonales (peso molecular
150-900 kDa, dependiendo del isotipo) se detectan
como componentes monoclonales (CM) en suero
mediante proteinograma e inmunofijacién sérica.
Tradicionalmente, las CLL (peso molecular de 25 o
50 kDa, segtin sean monomeros o dimeros) se iden-
tifican en orina mediante proteinograma e inmu-
nofijacién urinaria.

Desde 2001, la introduccién y comercializacion
de ensayos para la cuantificacion de CLL en suero
(CLLs), ha permitido la deteccién precoz del au-
mento de la CLL involucrada en el proceso clonal.
Dicho incremento, en un rango de concentraciones
que no superan el umbral renal de metabolizaciéon
tubular (por lo que ain no aparecen concomitante-
mente en orina), lo convierte en el método mas sen-
sible para su deteccion.
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Utilidad clinica

El perfil de CLLs es una herramienta fundamental
para el diagnostico, seguimiento y pronoéstico de las
GM, incluyendo la gammapatia monoclonal de sig-
nificado indeterminado (GMSI), el mieloma multi-
ple indolente (MMI), mieloma multiple (MM) y la
amiloidosis AL.

Desde el ano 2014 fue incorporada a los criterios
diagndsticos del International Myeloma Working
Group (IMWG), constituyéndose en un biomarca-
dor de MM aun en ausencia de signos y sintomas
clinicos; y como criterio diagndstico de GMSI a ca-
denas livianas®.

Las guias de diagndstico inicial de GM del Colegio
Americano de Pat6logos en colaboracién con otras
sociedades estadounidenses, basadas en estudios
previos de la Clinica Mayo, recomiendan el panel
de proteinograma + perfil de CLLs como estrategia
adecuada para el diagnoéstico de MM. En cambio,
para amiloidosis AL es necesario emplear un panel
completo de estudios proteicos que incluyen el pro-
teinograma y la inmunofijacién, en suero y orina,
junto al perfil de CLLs, para alcanzar una sensibili-
dad adecuada superior al 95%.

Mas alla del diagnostico inicial, el perfil de CLLs
es util para establecer prondstico de evolucion en
GMSI® y MMI®. Ademas, siendo la vida media de
las CLLs (2-6 horas), significativamente menor que
la de las inmunoglobulinas intactas (IgG: 21 dias),
el ensayo permite realizar el seguimiento clinico
y terapéutico detectando cambios precoces en la
evolucién clonal. Al tratarse de la determinacion
mas sensible del panel para aquellos pacientes que
producen un exceso de CLL, permite establecer la
profundidad de respuesta terapéutica y monitorear
recaidas (especialmente en casos de escape clonal
con secrecion exclusiva de CLL)®. En el caso par-
ticular de la amiloidosis AL, la diferencia entre la
CLL involucradas (CLLi) y no involucradas (CLL-
ni) suma particular importancia en el prondstico y
seguimiento terapéutico. En la tabla 1, se resume la
utilidad clinica del perfil de CLLs en diversas GM"-
5)

Actualmente las CLLs estan siendo estudiadas en
el abordaje de otras enfermedades, incluyendo lin-
fomas y diversas enfermedades autoinmunes o in-
flamatorias crénicas, en las que su alteracion puede
reflejar disfuncién inmune o compromiso organico
especifico.
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Tabla 1. Resumen de la utilidad clinica del perfil de CLL en GM. En todos los casos deben interpretarse
en el contexto del resto de los parametros diagndsticos, prondsticos y de seguimiento (no mostrados).
Abreviaturas: GMSI-CL: gammapatia monoclonal de significado indeterminado a cadena liviana;
Rx/A: relacion entre las cadenas livianas libres kappa/lambda; RCLi/ni: relacién entre cadenas livianas
libres involucrada/no involucrada en el proceso clonal; dCLL: diferencia entre cadenas livianas libres
involucrada y no involucrada en el proceso clonal; CM: componente monoclonal; RC: respuesta completa;
RCe: respuesta completa estricta; RP: respuesta parcial; EP: enfermedad progresiva.

Utilidad GMSI MMI MM Amiloidosis AL
clinica

RP (si CM suero y orina
son no medibles):
disminucion = 50% de
dCLL

EP (si CM suero y orina
son no medibles):
aumento > 100 mg/L de
dCLL

Diagndstico GMSI-CL: RCLLi/ni < 100 RCLLi/ni > 100 Demostrar proceso clonal

Rk/\ anormal en cualquier instancia de

evolucion
Pronostico GMSI-no CL: RCLLi/ni > 20 dCLL > 180 mg/L vs < 180
Rk/\ Anormal vs. vs <20 - mg/L
normal

Seguimiento Personalizado en funcién del pronéstico
clinico
Evaluacién RCe: ausencia de CM en | RC: ausencia de CM en
de suero y orina por inmu- | suero y orina por inmu-
respuesta al nofijacién + normaliza- | nofijacién + normaliza-
tratamiento cion Ri/A cion Ri/A

Muy buena RP:
dCLL< 40 mg/L

RP:
Reduccion 50% en dCLL

Utilidad en otros liquidos bioldgicos

Las CLL han sido estudiadas en otros liquidos bio-
légicos distintos al suero:

a- Liquidos de derrame: la cuantificacién de CLL
en dichos liquidos y su comparacién con los nive-
les séricos han sido postuladas como criterio para el
diagndstico de derrames mielomatosos, complica-
cién poco frecuente del MM.

b- Orina: hasta el momento, la determinacién cuan-
titativa de CLL en orina no ha demostrado una utili-
dad clinica consolidada, fundamentalmente debido
a la ausencia de valores de referencia universalmen-
te aceptados para esta matriz y a la diversidad de
mecanismos fisiopatolégicos que pueden originar
su incremento. Entre ellos se incluyen: 1- sintesis
monoclonal asociada a GM; 2- sintesis policlonal
sistémica exacerbada; 3- sintesis policlonal a nivel
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del intersticio renal y 4- dafo tubular, que com-
promete la reabsorciéon de proteinas de bajo peso
molecular. Estos mecanismos pueden coexistir en
un mismo paciente, lo que aflade complejidad a la
interpretacion de los resultados.
c- Liquido cefalorraquideo (LCR): multiples estu-
dios han propuesto al indice kappa en relaciéon a
albumina ([K-LCR/K-suero]/[albumina-LCR/albu-
mina-suero]) como un marcador sensible y especi-
fico de sintesis intratecal de inmunoglobulinas en
esclerosis multiple, que podria reemplazar o acom-
panar a la determinacién de bandas oligoclonales
por isoelectroenfoque en LCR.

Fundamento de los ensayos
Vale la pena distinguir el concepto de cuantificacion

de CLL, de la cuantificacién de cadenas livianas
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(CL) totales. En el primer caso, se utilizan anti-
sueros dirigidos contra epitopes de la CL (kappa o
lambda) que se encontrarian ocultos/inaccesibles si
las mismas estuvieran unidas a una cadena pesada
formando una inmunoglobulina intacta. Mientras
que, en el segundo caso, se utilizan antisueros capa-
ces de reconocer cualquier epitope de las CL, inde-
pendientemente de su unidn a una cadena pesada.
Por ejemplo, un valor normal medio de CLL-ka-
ppa es de 11 mg/L (0,02% de la proteinemia total),
mientras que un valor normal medio de CL total
kappa es de 10.000 mg/L (14%).

Existen en el mercado distintos ensayos que permi-
ten la cuantificaciéon de CLL, basandose la mayoria
de ellos en métodos de interaccion secundaria au-
tomatizada (inmunoturbidimetria o inmunonefelo-
metria) que utilizan particulas de latex recubiertas
en anticuerpos anti-kappa o anti-lambda libre, res-
pectivamente. Dichos anticuerpos pueden ser poli-
clonales 0 monoclonales. La presencia de la CLL en
la celda de reaccién genera la formacién de inmu-
nocomplejos que dispersan un haz de luz incidente,
permitiendo la deteccién de una disminucién de
la luz transmitida (inmunoturbidimetria) o un au-
mento de la luz dispersada (inmunonefelometria).
Mas recientemente, se han disefiado ensayos de in-
teraccidn primaria (ELISA) que permiten la cuanti-
ficaciéon de CLL. En la tabla 2 se resumen las carac-
teristicas principales de los métodos mas relevantes.

Pre-analitica

Las muestras de eleccion son suero/plasma y pue-
den refrigerarse en heladera (2-8°C) hasta 21 dias
o congelarse de -20 a -80°C para almacenamiento

LABORATORIO

prolongado, evitando multiples ciclos de congela-
miento/descongelamiento.

Las principales interferencias descritas son sueros
con turbidez y/o coloraciones endogenas (hemolisis
e hiperlipemia marcadas, sueros con particulas en
suspension, entre otras). Si bien la administracion
de anticuerpos monoclonales terapéuticos, como
daratumumab / isatuximab / elotuzumab no inter-
fiere en la determinacion de CLLs, los mismos si
pueden interferir en el proteinograma / inmunofi-
jacién sérica, que suelen ser técnicas evaluadas en
los mismos puntos de control.

Al margen de instancias de diagndstico y pronds-
tico de GM, el momento de eleccién de la toma de
muestra para la evaluacion de pacientes en segui-
miento terapéutico con enfermedad no medible por
electroforesis sérica/urinaria se ha establecido cada
1 0 2 ciclos antes de comenzar un nuevo ciclo®.

Analitica

Debido al amplio rango de resultados reportables,
en el orden de 0,5 a 150.000 mg/L para cada una de
las CLLs, los distintos métodos comerciales dispo-
nibles emplean un algoritmo de procesamiento con
una dilucién inicial (por ej. 1/10 para Freelite®) y, en
caso de obtener un resultado menor al limite infe-
rior o mayor al limite superior del rango medible en
dicha dilucion, la muestra se reprocesa con una di-
lucién menor o mayor a la inicial, respectivamente.
Dependiendo del grado de incremento de la CLLi
en el proceso clonal, puede ser necesario diluir se-
cuencialmente hasta 4 veces. Los métodos basados
en interaccion secundaria son susceptibles de verse
afectados por fendomenos de prozona, por lo que es

Tabla 2. Principales caracteristicas de los métodos mas difundidos para la cuantificacion de las CLL.

Afio de Método MMI MM Amiloidosis AL
lanzamiento (Marca)

2001 Freelite® Policlonales Inmunoturbidimetria Optilite
(The Binding Site) SpaPlus (discont.)
Otras adaptaciones
Inmunoturbidimetria Distintas adaptaciones
2011 N-latex® Monoclonales Inmunoturbidimetria ProSpec
(Siemmens) BN II
Atellica
2018 Sebia FLC® Policlonales ELISA Manual o automatizable
(Sebia)
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importante que el autoanalizador permita hacer su
deteccion a través de la evaluacion de la cinética de
la reaccion.

Existen distintas fuentes de variabilidad que afectan
la comparabilidad entre distintos métodos. Se pue-
den destacar variables propias de los ensayos, como
el fundamento de deteccion, el uso de antisueros
policlonales/monoclonales, la variabilidad interlote
y los distintos autoanalizadores donde son imple-
mentados los métodos. Se suman, ademas, las varia-
bles propias de los analitos, que son heterogéneos,
debido a que no todas las CLL son iguales y, mas
aun, no son iguales entre distintos pacientes. Par-
ticularmente, las CLLs monoclonales pueden tener
alteraciones estructurales que le son propias, afec-
tando principalmente su grado de polimerizacién,
lo que tiende a sobreestimar los valores en métodos
basados en interaccién secundaria.

Distintos estudios han realizado comparaciones
metodoldgicas, evidenciando correlaciones lineales
aceptables, pero con mala concordancia, con sesgos

no proporcionales a lo largo de todo el rango repor-
table, que pueden consistir en sobreestimaciones a
niveles bajos y subestimaciones a niveles altos, o vi-
ceversa”.

La tabla 3 resume las caracteristicas analiticas decla-
radas por los fabricantes en sus respectivos insertos
comerciales.

Post-analitica

Informes:

Los reportes de laboratorio deben incluir, ademas

del método y los intervalos de referencia correspon-

dientes al mismo, al menos estos tres resultados para

cualquier paciente:

o CLL-kappa: cantidad de CLL-kappa en suero, me-
dida en mg/L,

o CLL-lambda: cantidad de CLL-lambda en suero,
medida en mg/L,

o Rk/A: cociente entre ambas cantidades individua-
les. Su valor fuera del intervalo de referencia es el
indicador de clonalidad.

Tabla 3. Caracteristicas analiticas y valores de referencia declarados por los fabricantes en sus respectivos
insertos comerciales (*se permiten diluciones mayores no especificadas en el inserto comercial. **estimado
segun diluciones propuestas y rango medible en dilucién inicial). Abreviaturas: Rx/A: relaciéon de CLL-ka-
ppa/lambda), CV: coeficiente de variacion, LSN: limite superior normal.

Analito

Analitica

Post-
analitica

Dilucién de Rango de medicion CV% en LSN [ Intervalos de
procesamiento (mg/L) referencia
Inicial Sucesivas Inicial Global Intra Inter
(min-max) ensayo | ensayo
Kk libre 1/10 % -1/10.000 | 2,9-127 0,6- 1,5 2,7 3,30-19,40
Freelite® 127.000 mg/L
Optilte A libre 1/8 % - 1/8.000 5,2-139 1,3- 2,0 2,6 5,71-26,30
139.000 mg/L
Rk/\ 0,26-1,65
k libre 1/5 1/1,5-1/10 3,91-60 | 1,17-600* 1,5 1,9 6,70-22,40
N- Latex® ¥ mg/L
Atellica A libre 1/5 1/1,5-1/10 5,47-70 1,64-700* 2,1 3,5 8,30-27,00
* mg/L
Rk/\ 0,31-1,56
k libre 1/1.000 1/250 - 4,5-76,2 1,13- 3,7 5,6 6,4-17,4
1/100.000 7.620** mg/L
Sfibcl: AMibre | 1/1.000 | 1/250- | 38-668 | 095 | 4.1 37 84-21,8
1/100.000 6.680** mg/L
Rk/X 0,46-1,51
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En reportes de muestras de pacientes donde haya
evidencias de un proceso clonal, pueden incorpo-
rarse en los reportes los siguientes resultados:

o CLLi: cantidad de la CLL (kappa o lambda) que
ha sido evidenciada en el proceso clonal (ej.
CLL-lambda en un MM IgG-]\)

o CLLni: cantidad de la CLL (kappa o lambda) que
no es expresada por el clon tumoral (ej. CLL-ka-
ppa en un MM IgG-A)

o RCLLi/ni: cociente entre la CLLi y CLLni, parti-
cularmente util cuando el clon expresa CLL-lamb-
da, permitiendo obtener valores de relaciones
mayores a 1, en vez de valores menores de 1 de la
Rx/\ que son dificiles de interpretar en el contexto
clinico.

o dCCL (diferencia entre CLLi y CLLni): valor
obtenido de la resta entre el valor de la CLLi y la
CLLni (ej. CLLA-CLLk, en un MM IgG-A). Es un
indicador de carga tumoral independiente de la
funcion renal y/o la presencia de hipergammaglo-
bulinemia policlonal concomitante.

Intervalos de referencia:

La interpretacion correcta de los resultados obteni-
dos requiere la comparacidn con intervalos de refe-
rencia correspondientes a la metodologia empleada.
Los intervalos de referencia incluidos en las publica-
ciones del IMWG, tanto para las CLLs como para la
Rx/A, asi como los puntos de corte de decision clinica
de RCLLi/ni > 20 (factor de mal prondstico en MMI)
o RCLLi/ni > 100 (biomarcador para el diagnéstico
de MM), son los correspondientes a la marca comer-
cial Freelite® y no necesariamente son transferibles
a otras marcas comerciales. Estos intervalos fueron
establecidos por Katzmann y colaboradores (2002),
utilizando Freelite® en la plataforma BN II, estudian-
do 282 sueros y considerando un percentil 95 para
las CLLs y un percentil 100 para la Rk/A®. Reciente-
mente, han sido publicados, como un resultado se-
cundario del estudio iStopMM, valores de referencia
poblacionales obtenidos con un percentil 99 y dife-
renciando por edad (corte en 70 afos)®.

Como se ha mencionado, los valores de CLLs no
solo dependen de su nivel de sintesis (monoclonal
y/o policlonal), sino también de su depuracioén a ni-
vel renal, ya que filtran libremente por glomérulo y
son reabsorbidas en los tubulos renales. En ausencia
de clonalidad, ante una disminucién de la capacidad
de filtracién glomerular, aumentan las concentra-
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ciones individuales de las CLLs, pudiendo impactar
en los valores de la Rk/\, los que pueden encontrar-
se ligeramente por fuera del rango hematologico
habitualmente considerado. En 2008, Hutchison y
colaboradores establecieron una Rk/\ revisada para
pacientes con enfermedad renal crénica (depura-
cion de creatinina < 60 mL/min), establecida en
0,37-3,10"%. En 2022, Long y colaboradores publi-
caron intervalos de referencia por nivel de tasa de
filtracién glomerular estimada, también como un
resultado secundario del estudio iStopMM®Y,

Posibles alteraciones del perfil de CLLs:

En la figura 1 se muestra la interrelacion entre los
tres resultados del perfil de CLLs incluidos en los in-
formes de laboratorio. Un mismo valor de Rk/A pue-
de darse con distintas combinaciones de las cuanti-
ficaciones individuales de las CLLs kappa y lambda.
Por ejemplo, una Ri/A = 10 puede darse con valores
de CLL-kappa = 200 mg/L / CLL-lambda = 20 mg/L;
con valores de 20 mg/L / 2 mg/L o, incluso, 2.000
mg/L / 200 mg/L, respectivamente.

En ausencia de GM, insuficiencia renal e hipergam-
maglobulinemia policlonal, es esperable obtener
resultados dentro del intervalo de referencia he-
matoldgico para los tres parametros (CLL-kappa,
CLL-lambda y la Rk/A). En presencia de hipergam-
maglobulinemia policlonal o insuficiencia renal, es
esperable un incremento leve-moderado de los ni-
veles de ambas CLLs, manteniéndose la Rk/A den-
tro del intervalo de referencia hematoldgico o renal,
respectivamente. En presencia de ambos cuadros,
hipergammaglobulinemia policlonal e insuficiencia
renal, se pueden observar aumentos moderados/
marcados de los niveles de ambas CLLs y una Rk/A
que caera dentro del rango renal de referencia.

En pacientes con GM, independientemente de las
movilizaciones propias del tratamiento instaura-
do, que afectan tanto a la CLLi como a la CLLni, se
suma como variable de interpretacion la presencia
de inmunoparesia, entendida como la disminucién
de las inmunoglobulinas no involucradas en el pro-
ceso clonal. Si bien este concepto aplica principal-
mente a las inmunoglobulinas intactas, también es
trasladable a las CLLs, pudiendo observarse valores
en el limite inferior o ligeramente disminuidos de la
CLLni. En presencia de afectacion renal, este efecto
puede ser contrarrestado, obteniéndose resultados
de CLLni dentro del rango de referencia.
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Figura 1. Relacion entre los niveles de CLLs en mg/L
y la Rk/A. Las lineas punteadas se corresponden con
los intervalos de referencia para CLL-k, CLL-\ y
Rx/A.

A: perfiles con Rx/A dentro del intervalo de referen-
cia en toda la diagonal (circulos amarillos), despla-
zamientos hacia abajo/derecha (circulos verde claro
a oscuro) con valores Rk/A > 1,65 ante excesos de
CLL-kappa (ej. GM IgG-k) y desplazamientos hacia
arriba/izquierda (circulos naranja claro a oscuro)
con valores Rk/A < 0,26 por exceso de CLL-lambda
(ej. GM IgG-\).

B: perfiles con Rk/A en rango hematoldgico o renal
(ausencia de GM). Poblacién sin insuficiencia re-
nal ni hipergammaglobulinemia policlonal, niveles
normales de CLLs (circulo celeste); poblacion con
insuficiencia renal o hipergammaglobulinemia po-
liclonal, aumento leve/moderado de ambas CLLs
(circulo azul) y poblacién con insuficiencia renal e
hipergammaglobulinemia policlonal, aumentos mo-
derado-marcado de ambas CLLs (circulo azul oscu-
ro).

C: perfiles con Rk/A fuera de rango hematolégico
o renal (presencia de GM): GM sin inmunoparesia
ni insuficiencia renal (circulos amarillos), GM con
inmunoparesia y sin insuficiencia renal (circulos
rojos), GM sin inmunoparesia y con insuficiencia
renal (circulos violetas) y con inmunoparesia e insu-
ficiencia renal (circulos marrones).

Abreviaturas: GM: gammapatia monoclonal, CLLs:
cadenas livianas libres en suero, Ri/A: relacion de
cadenas livianas libres kappa/lambda.
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Conclusion

A la hora de decidir la incorporacion de un método
para la cuantificacion de CLLs en el laboratorio cli-
nico, sera necesario evaluar las diversas plataformas
y la validacién en trabajos internacionales de sus
resultados. Como en toda practica de laboratorio,
deberan validarse las series analiticas mediante los
resultados de controles internos junto con el infor-
me de errores emitidos por el instrumental y/o re-
portado por el personal.

La multiplicidad de factores -metodolégicos y cli-
nicos (nivel de sintesis policlonal de inmunoglo-

LABORATORIO

bulinas y afectacién renal)- que impactan en la
cuantificacion de las CLLs y, a su vez, en los calculos
de relaciones y diferencias que pueden realizarse a
partir de ellas, hacen indispensable la evaluacién
bioquimica de los resultados en el contexto indivi-
dualizado de los pacientes.

Finalmente, para que los valores del perfil de CLLs
sean comparables y reflejen la situacion real de los
pacientes en seguimiento, es imprescindible que las
determinaciones sean realizadas por la misma me-
todologia e, idealmente, en el mismo laboratorio.
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