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I N T R O D U C C I O N 

La importancia de los Mielomas y de la 
Macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) radica 
en que las proteínas producidas por estas neopla-
sias como producto de su metabolismo han sido 
de gran utilidad para la comprensión de las carac-
terísticas de las inmunoglobulinas (Igs) o anti-
cuerpos (Acs). 

En 1965 Kunkel escribía (1, 2); "Existe la 
posibilidad de que las proteínas del mieloma 
presenten ellas mismas anticuerpos individuales, 
producto de una sola célula plasmática que dió 
origen al clono de las células del mieloma" 

Cierto apoyo a este concepto ha surgido 
desde cuando se halló actividad de anticuerpo en 
ciertas proteínas del mieloma y macroglobulinas 
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de Waldenstrom y se comprobó que cada dato 
obtenido del estudio de las proteínas del Mielo-
ma Múltiple (MM) era absolutamente aplicable 
al problema de las inmunoglobulinas normales 
o anticuerpos. Hoy por hoy, se considera que 
ellas representan la expresión monoclónica de 
un tipo de anticuerpos, para los cuales, en la 
mayoría de los casos se desconoce el antígeno (3). 

La apreciación de la heterogeneidad de los 
anticuerpos, al menos desde el punto de vista 
químico, comenzó en 1.937 con el análisis del 
patrón electroforético del suero normal, cuando 
Tiselius observó que la mayoría de los anticuer-
pos en un antisuero hiperinmune de conejo se 
encontraban en la fracción de más lenta movili-
dad electroforética, que él denominó gamma; y 
también cuando notó que su distribución era 
amplia y más difusa que las otras, sugiriendo asi 
una considerable heterogeneidad electoforética, 
probablemente debido a la gran cantidad de anti-
cuerpos individuales para cada antígeno (4). 

Los estudios posteriores realizados por Kun-
kel, trabajando con anticuerpos aislados contra 
antígenos como Haptenos y Dextranes de cono-
cida estructura, confirmaron el hecho de que 
anticuerpos individuales muestran una definida 
movilidad electroforética, indicando así una con-
siderable homogeneidad (5, 6). 
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Tabla 1 - Propiedades de las 5 clases de Igs.. 

las distintas clases de inmunoglobulinas. El otro 
par de polipéptidos tiene un peso molecular más 
ligero y por esto han sido denominadas cadenas 
livianas, unidas cada una de ellas a cada una de 
las cadenas pesadas por puentes disulfuro (17-20). 

Existen 2 tipos de cadenas livianas que se 
han denominado Kappa y Lambda. Cada inmu-
noglobulina o anticuerpo cuenta con un par de 
estas cadenas livianas ya sea Kappa o Lambda, 
pero no las dos simultáneamente, siendo enton-
ces la estructura del anticuerpo, por ej: IgGK o 
igGL (21). 

Si tomamos este tetrapéptido como unidad 
fundamental, encontramos que la IgM es un 
pentámero con unidades tetrapeptídicas similares 
a las anteriores, unidas entre si por puentes disul-
furo y por un glicopéptido denominado "pieza J", 
que explica su alto peso molecular (22). 

Las características fisicoquímicas y biológi-
cas de las 5 diferentes clases de inmunoglobulinas 
se observan en la Tabla 1. 

Cuando las IgG, IgM e IgE son sometidas 
a digestión enzimática con papaína pueden rom-
perse (24-27) en 3 fragmentos dos de ellos de-
nominados Fab (Fragment Antigen Binding) que 
se adhieren al antígeno contra el cual están 
dirigidos y el tercero denominado Fc (Fragment 
Cristalizable), ya que en los trabajos originales se 
cristalizaba a pH fisiológico. En este fragmento 
se encuentran las propiedades efectoras de la 
molécula de Igs tales como fijación del comple-
mento (28), interacción con factor reumatoideo, 

Se postuló entonces que cada tipo de anti-
cuerpos es producido por un solo clono de células 
plasmáticas (7) y también que una de estas células 
plasmáticas sufre un cambio neoplásico y proli-
fera instaurando las entidades neoplásicas conoci-
das como MM y MW, produciendo su proteína 
en grandes cantidades (8,9), la cual se va a detec-
tar entre las proteínas plasmáticas. Basándose en 
estos postulados, se ha considerado que las pro-
teínas patológicas del mieloma y de la macro-
globulinemia de Waldenstrom tienen como carac-
terística esencial la de representar una población 
homogénea de moléculas producidas por un solo 
clono de células plasmáticas, con una carga eléc-
trica precisa e idéntica en todas sus moléculas y 
puesto que se encuentran en grandes cantidades 
en el plasma determinan el clásico pico de la elec-
troforesis o la curva anormal de la inmunoelectro-
foresis (4, 7). 

En 1940 por ultracentrifugación se encon-
tró que dentro de la región de las globulinas 
había como mínimo 2 diferentes poblaciones 
de anticuerpos: unos con un alto peso molecular 
y rápida velocidad de sedimentación (19S) 
(hoy IgM) y otros de un peso molecular más 
liviano y velocidad de sedimentación más ligera 
(7S) (4). 

Dentro de las 7S, por inmunoelectroforesis, 
en 1.953 se observó una especial heterogeneidad 
ya que existían como mínimo dos diferentes 
poblaciones desde un punto de vista físico-quí-
mico e inmunológico. A la principal de estas se le 
denominó Gamma G (hoy IgG) y a la segunda 
B2A o Gamma A (hoy IgA) (10,11). En 1964 
trabajando con un mieloma cuya proteína anor-
mal no se identificaba ni fisicoquímica ni inmu-
nológicamente con las otras gammaglobulinas 
hasta entonces conocidas (Gamma G, Gamma A) 
se descubrió un cuarto tipo de gammaglobulinas 
denominado Gamma D (12,13). Igual sucedió 
en 1968, cuando se descubrió el 5o. tipo de 
gammaglobulina que se llamó Gamma Ε (14-16). 

Las gammaglobulinas son un grupo de pro-
teínas estructuralmente relacionadas, consisten-
tes en 2 pares de polipéptidos unidos por puentes 
disulfuro. Dos de estos polipéptidos tienen un 
peso molecular elevado, razón por la cual se les 
ha denominado cadenas pesadas. Se encuentran 
unidas entre si por puentes disulfuro y en ellas 
se hallan las características que diferencian las 
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(29), paso a través de la placenta (30), anafilaxis 
cutánea pasiva (31), interacción con receptores 
en las membranas celulares,etc. (32,33). La IgA 
no es susceptible de digestión con papaina pero 
si lo es por otras enzimas como pepsina y tripsina 
(34) (Figura 1). 

El análisis de las gammaglobulinas tendió 
a complicarse en 1964 cuando Grey y Kunkel 
(35) y Terry et al (36) encontraron que en las 
proteínas del mieloma múltiple, de la clase IgG, 
había 4 variantes antigénicas con características 
fisicoquímicas y biológicas diferentes que deno-
minaron We, Ne, Vi, Ge y que luego llamaron 
IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, de acuerdo con su con-
centración en el suero. Algunas de sus caracterís-
ticas fisicoquímicas y biológicas (37,38) se obser-
van en la Tabla 2. 

Luego en 1.966 Kunkel y Prandergast en-
contraron, trabajando con proteínas del MM, que 
en la IgA había también 2 subclases distintas 
con diferentes características fisicoquímicas y 
biológicas que denominaron IgA1 e IgA2. 

De IgM, IgD e IgE no han sido informadas 
subclases hasta el presente. 

Todos estos datos adquieren su importancia 
cuando se integran con los aspectos clínicos: las 
proteínas del mieloma son de tipo IgG, IgA, 
IgD o IgE mientras que la proteína de la macro-
globulinemia de Waldenstrom es la IgM; la pro-
teinuria de Bence-Jones no es otra cosa que la 
excreción urinaria de dímeros de cadenas livianas 
(39) debido a una superproducción de estos pép-
tidos sobre la producción de las cadenas pesadas 
(7); las enfermedades de cadenas pesadas (40) son 

el fenómeno en el cual en el proceso neoplásico, 
las células plasmáticas son incapaces de sintetizar 
y ensamblar las cadenas livianas con las pesadas y 
se producen solo estas últimas (7); de acuerdo con 
el tipo de cadena pesada se ha identificado un 
nuevo tipo de patología, así por ej: para la IgG 
la enfermedad se ha denominado "enfermedad 
de cadenas pesadas Gamma" y en la mayoría de 
los casos se ha encontrado no un mieloma sino 
una neoplasia linforreticular (40), en la de IgA o 
"Enf. de cadenas pesadas alfa" se ha identificado 
con el linfoma intestinal (41) y en la "Enf. de 
cadenas pesadas Mu" de la IgM, se ha encontrado 
asociada con la Leucemia Linfoide crónica (42). 
Dentro de las subclases además de las caracterís-
ticas de anticuerpos como tales, anotados en la 
Tabla 2, existen algunas características de impor-
tancia que vale la pena resaltar; su imbalance ha 
sido encontrado involucrado en ciertas infeccio-
nes a repetición (43); del papel de la IgG3 en la 
hypogammaglobulinemia primaria como anticuer-
po compensador (44); el rol de IgG3 en el sín-
drome de hiperviscosidad (45); la IgG3 como 
anticuerpo anti-DNA en la nefritis lúpica (37); 
la IgG3, como anticuerpo antimembrana eritro-
citaria en la anemia hemolítica autoinmune (46); 
la IgG4 como anticuerpo contra factores de la 
coagulación: XIII y VII (47); las IgG1 e IgG3 
como anticuerpos citofílicos que se adhieren a 
la membrana de los macrófagos (32); la IgG2 
como anticuerpo citotóxico que se adhiere a 
la membrana de los linfocitos que tienen a su 
cargo la vigilancia inmunológica y destrucción 
de las células cancerosas (48) y el rol de la IgA2 
como inmunoglobulina predominante en las se-
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creciones externas como jugo gástrico, saliva, 
sudor, orinas, etc. (49) y otra gran cantidad 
de características. 

Otros datos de importancia suministrados 
por el estudio de las proteínas de MM fué el des-
cubrimiento de las características bioquímicas de 
las Igs (50), su filogenia (51) y sus relaciones 
genéticas (52). Dentro de las relaciones genéticas, 
en 1956 Grubb descubrió el primer factor gené-
tico de las gammaglobulinas humanas que deno-
minó Gm (a) (por Gamma Marker) (53), que dió 
origen al sistema Gm. 

Durante todo este tiempo se ha encontrado 
que los marcadores genéticos están controlados 
por genes autosómicos dominantes, lo cual signi-
fica que están expresados en el heterozigoto y 
que no están ligados al sexo (54). Desde esa 
época, más de 20 diferentes Gm se han encontra-
do en la IgG hallándose principalmente en la re-
gión constante de las cadenas pesadas de la misma 
(55). Dos factores genéticos se han hallado en la 
IgA y se han denominado Am por analogía con 
los Gm (56). En un comienzo dichos Gm se de-
tectaron por inmunodifusión pero luego se usó 
la técnica de inhibición de hemaglutinación, más 
sensible (57). De acuerdo con los estudios de los 
Gm parece que los genes respectivos que especifi-
can estas clases y subclases de Igs y marcadores 
genéticos de las mismas se encuentran presentes 
en el genoma normal de cada individuo (54). 

Para una mejor comprensión de los aspectos 
genéticos usaremos una terminología adoptada 
mundialmente con respecto a las distintas sub-
clases de Igs: 

ISOTIPOS: Características de las Igs pre-
sentes en todos los sueros de individuos normales. 

ALOTIPOS: Características antigénicas de 
las Igs presentes en algunos pero no en todos los 
sueros de individuos normales que son segregados 
como si se controlaran por genes alelos. 

IDÍOTIPOS: Características antigénicas de 
una población particular de Igs de un individuo 
dado, propias y características de el mismo indi-
viduo (55). 

La presencia de isotipos fue lo que hizo, 
hasta época muy reciente, imposible el estudio 
de las subclases de Igs ya que se encuentran nor-
malmente en las otras subclases dificultando así 
la producción de antisueros específicos contra 
ellas (55). 

Los principales marcadores genéticos, su po-
sición en las subclases de IgG, su alelismo y antia-
lelismo se muestran en la Tabla 3 (58). 

También las proteínas del MM y los marca-
dores genéticos permitieron encontrar cual era el 
orden de los 4 cistrones dentro del gene- que 
codifica para la síntesis de las distintas subclases 
de IgG e IgA en las inmunoglobulinas normales 
(59-62). 

Hay muchos datos que indican que Gm 
(z,a) y Gm (f, no a) son alelos en el cistrón 
IgG1; que Gm (n+) tiene un alelo desconocido 
Gm (n+) en IgG2; que Gm (g) tiene como alelos 
los Gm (b), Gm (s), Gm (t), Gm (b3), (b4, b5), 
Gm (c3) y Gm (c5) en el cistrón de IgG3 y que 
Gm (4a) tiene como alelo Gm (4b) en IgG4 y 
que estos Gm están íntimamente ligados con los 
Am especialmente con Am2+ que es el marcador 
de las IgA2 y con la IgD (Kunkel, comunicación 
personal). 

Los marcadores Gm de las diferentes sub-
clases se heredan en combinaciones estables y en 
estudios de familia raramente se segregan y cuan-
do lo hacen sucede en forma mendeliana (63); 
sin embargo, varían grandemente en diferentes 
poblaciones, indicando así que existen ventajas 
evolutivas en las combinaciones existentes, sien-
do algunas de ellas características de ciertas razas. 

Ha sido de especial interés el saber que los 
niveles de las subclases de IgG en los sueros 
normales están claramente relacionados con los 
alotipos de los Gm del mismo individuo, así por 
ej: los Gm (n+) tienen mayores cantidades de 

Tabla 3 - Cadenas Pesadas - Subclases 
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IgG2 que los Gm ( n - ) (64,65); los Gm (b) tienen 
el doble de los niveles de IgG3 que los Gm (g) 
(66) y los Gm (4b) tienen mayores cantidades 
de IgG4 que los Gm (4a), etc. (67). 

Fué también importante encontrar que 
la incidencia de un tipo dado de mieloma corres-
pondía muy estrechamente al porcentaje de los 
niveles de esta proteína en el Pool de inmuno-
globulinas y fue así como Kunkel postuló las 
siguientes teorías: a) "La incidencia de mielomas 
de una cierta clase y subclase es directamente 
proporcional a los niveles de esta Ig en los sueros 
normales de esta población" y b) "La incidencia 
de un tipo específico de mieloma se aproxima 
mucho a lo que se espera en los estudios de fre-
cuencias genéticas de una población normal" (7). 

Estas dos hipótesis sugieren que la frecuen-
cia de un tipo de mieloma, es un proceso neo-
plásico al azar, y está relacionado directamente 
con la frecuencia normal de esa Ig en una pobla-
ción dada. 

Quisimos estudiar los mielomas en sí, sus 
proporciones, sus variantes genéticas y utilizar la 
regla de tres: Fm= FG x CIg (frecuencia de Mie-
loma es igual a frecuencia genética por concentra-
ción de Ig en una población dada) (7); lo cual 
también es cierto para la población colombiana. 

Estas consideraciones, más otra serie de estu-
dios que podrían derivarse del presente trabajo, 
son las razones que nos movieron a realizar la 
investigación que informamos aquí (68-71). 

MATERIAL Y METODOS 
Casuistica. Se estudiaron 87 casos de MM, 

comprobados por mielogramas y Rz, 2 de macro-
globulinemia y uno de leucemia de células plas-
máticas. Las muestras se obtuvieron de sangre 
periférica mediante venopunción, posteriormente 
se les separó el suero mediante retracción del 
coágulo y centrifugación. En muchos casos cuan-
do fue posible se hizo plasmaféresis (para obtener 
grandes cantidades de plasma). Los sueros o plas -
mas así obtenidos, se conservaron en nevera a 
30°C hasta su estudio, 

Determinación cuantitativa de las Proteínas. 
Se determinaron mediante el método de Folin-
Ciocalteau, usando como patrones, diferentes 
concentraciones previamente conocidas de un 
pool de IgG, IgA e IgM (72). 

Electroforesis. Cada  suero se estudió por 
electroforesis en tiras de acetato de celulosa en 
un aparato "Microzone" Beckman. 

Inmunodifusión. Se utilizó  el método de 
doble difusión según Ouchterlony, en agarosa al 
0.6% en buffer Veronal pH 8.6+0.1% de NaN3. 
Las proteínas a tipificar siempre se utilizaron a 
una concentración de 1 mgr/ml o el suero diluido 
a 1:100 en PBS, pH 7.2+NaN3 (73). 

Inmunoelectroforesis. Se utilizó la micro-
técnica de Scheindergger (74) empleándose equi-
po LKB. Se corrieron en Ion - agar al 1% en 
buffer veronal pH 8.6, de fuerza iónica 0.100. 
En los reservorios se empleó buffer veronal 
pH 8.6 fuerza iónica 0.125. 

Cromatografía en Columnas de DEAE-
celulosa (resina de intercambio ionico). La 
DEAE-celulosa se preparó de acuerdo con el 
método de Sorber-Peterson (75) en buffer fosfato 
0.005M, pH 8.0; para la elución de la proteína 
se utilizó el mismo buffer. Cuando se necesitó 
aislar gamma A o las fracciones de digestión con 
la enzima papaina se utilizó un gradiente de 
buffer fosfato 0.005M, pH 8.0 a buffer fosfato 
0.30M,pH 8.0. 

Cromatografía en Columnas de Sephadex. 
(Gelfiltrador que separa las proteínas de acuer-
do con pesos moleculares). Se prepararon de 
acuerdo con el método de Killander (76). El 
Sephadex G-200 se preparó en buffer Tris 
0.1M+1.0M NaC1 pH 8.0 y el Sephadex G-25 y 
G-50 en PBS, pH 7.2. 

Lectura de fracciones obtenidas por cro-
matografía. Se  hicieron en espectrofotómetro 
Beckman Du, a una longitud de onda de 280 nm 
o mediante la técnica del Folin-Ciocalteau. 

Reducción y Alkilación de las Gammaglo-
bulinas. La Gammaglobulin a aislada se trató me-
diante el método de Fleishman (77). A una 
concentración de 20 mgr. por cc. de buffer-Tris, 
0.55 M, pH 8.2. Se agregó 2-Mercaptoetanol 
hasta una concentración de 0.2M. Se dejó a 
temperatura ambiente por una hora y después 
se agregó Iodoacetamida hasta una concentración 
de 0.3M. Posteriormente se dializó contra ácido 
propiónico 0.5M y se pasó a través de Columna 
de Sephadex G-100. 
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Ruptura Enzimática. Se realizó la digestión 
de la gamma G según el método de Porter (24), 
usando una relación proteína: enzima de 100:1, 
Resumiendo, el proceso es el siguiente: la proteí-
na se colocó a una concentración de 20 mgr. 
por cc en buffer fosfato 0.1M, pH 7.0+0.1M 
cisteina+0.002M EDTA. Se incubó a 37° por 
diferentes tiempos según la subclase y se detuvo 
la digestión mediante diálisis en tubos Visking 
8/32 contra buffer fosfato 0.1M pH 7.5, a 4°C 
por 18 horas. Para el aislamiento de cada una 
de las fracciones de la digestión se pasó a través 
de cromatografía en columna de DEAE-celulosa 
con gradiente de fosfato tal como se explicó 
anteriormente. 

Aislamiento de IgG total. Se utilizó la técni-
ca del ácido caprílico de Steinbuch (78), que es 
como sigue: Se precipitan las gammaglobulinas 
con sulfato de amonio en frio a una concentración 
final de 40% de saturación, dicho precipitado se 
lava 2 veces con sulfato de Amonio al 50%, se 
resuspende dicho precipitado en solución salina 
en un volumen equivalente al original y se deja 
dializando contra PBS 24 horas; luego se agregan 
2 volúmenes de ácido-acético 0.06 M, pH 4.8 y 
se agrega 1/10 del volumen de ácido caprílico; 
la IgG e IgA quedan puras en el sobrenadante; 
este conjunto se concentra, se dializa contra fos-
fato 0.005 M, pH 8.0 y se aplica en columna de 
DEAE-celulosa con gradientes de molaridad según 
técnica ya descrita. 

Aislamiento de IgA. Se utilizó la técnica 
igual a la anterior, partiendo principalmente de 
sueros de mieloma de tipo IgA, en donde se en-
cuentra esta proteína en grandes cantidades. Se 
toma el 2o. pico, que es donde se encuentra la 
IgA completamente pura (78). 

Aislamiento de IgM. Se siguió la técnica de 
Schohenloher y Kunkel (79), que es como sigue: 
Sueros de Macroglobulinémicos con altas canti-
dades de IgM se agregaron en una proporción de 1 
volumen de suero x 20 volúmenes de agua desmi-
neralizada fría, lentamente. El precipitado así 
formado, se lavó varias veces con agua desminera-
lizada a 4°C y se reconstituyó con Tris 0.1 M+ 
1.0M NaC1, pH 8.0 a 1/10 de su volumen original. 

Esta solución se colocó en columna de 
Sephadex G-200 y en el primer pico así obtenido 
se encontró IgM completamente pura. 

Aislamiento de IgD. El primer antisuero fue 
una gentil donación del Dr. H.G. Kunkel, pero 
habiendo obtenido posteriormente 2 casos de mie-
loma IgD, que aquí reportamos, hicimos el aisla-
miento de la proteína mediante precipitación 
de sulfato de amonio y cromatografía en DEAE 
celulosa con gradientes de molaridad y la utili-
zamos para inmunización. 

Aislamiento de las Subclases de IgG. Los 
primeros datos conseguidos de nuestros mielomas 
con respecto a subclases fueron obtenidos en el 
laboratorio del Dr. H.G. Kunkel; allí se nos 
tipificaron los primeros 10 mielomas por subcla-
ses y una vez conocidos hicimos los aislamientos 
por métodos que a continuación describiremos: 
Una vez aislados las IgG, separadas de las IgA 
por cromatografía en DEAE-celulosa se hizo 
una recromatografía de las fracciones que conte-
nían la IgG, en DEAE-celulosa, con gradiente de 
molaridad, las distintas fracciones así obtenidas 
se analizaron con los distintos antisueros contra 
las diferentes subclases y solamente aquellas frac-
ciones donde se encontraba la fracción comple-
tamente pura se usaron para estudios posteriores. 

Antisueros contra clases y subclases de 
Igs . La producción de los antisueros contra las 
diferentes clases de Igs, no es mayor problema, 
ya que son fácilmente obtenibles en cualquier 
especie que se inmunice pero existiendo obvia-
mente ciertas especificidades, por ej: los anti-IgG 
son obtenidos mejor en conejos, los Anti-IgA en 
caballos, los Anti-IgM en cabras y hasta ahora 
hemos intentado los anti-IgD en ovejas, obte-
niendo excelentes resultados. Pero la producción 
de antisueros contra subclases tiene sus proble-
mas debido a los isotipos; por ej: los anti-IgG1 
son obtenidos mejor si se utiliza la molécula 
completa para inmunización al igual que los anti-
IgG3, pero con los anti-IgG2 es necesario hacer 
les reducción—alkilación para hacerlos reactivos 
y los IgG4 son altamente antigénicos solamente 
si se utiliza el fragmento Fc de su digestión con 
papaina (80). Es esta la razón por la cual hicimos 
la descripción de las técnicas de digestión enzimá-
tica, y reducción-alkilación ya que eran necesa-
rias para la obtención de los fragmentos antigéni-
cos requeridos para la inmunización. 

Determinación de los marcadores gené -
ticos. Durante la producción de los antisueros 
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(que requirieron cerca de 50 animales de diferen-
tes especies hasta encontrarse los óptimos) se 
observó que algunos producían antisueros que 
reaccionaban con ciertas proteínas de una sub-
clase independientemente de su cadena liviana. 

Analizándolos con las proteínas tipificado-
ras de Kunkel (gentilmente donadas por él) pudi-
mos observar que estaban detectando factores 
genéticos de tipo Gm. Así por ej: uno de nues-
tros anti-IgG2 detectaba el factor Gm (n+); uno 
de nuestros anti-IgG3, el Gm (g) y nuestro anti-
IgG4, el Gm (4a). 

Inmunoadsorción. Para remover los isotipos 
que daban reacción cruzada se prepararon inmu-
noadsorbentes sólidos mediante proteínas acopla-
das a Sepharosa 4B, con CNBr, según la técnica 
de Klein (81), modificada por nosotros (82), así 
pues, utilizando los inmunoadsorbentes sólidos 
removimos los isotipos que presentaban reacción 
cruzada, dejando los antisueros limpios sin for-
mación de complejos inmunes o agregados solu-
bles, permitiendo así el uso de los antisueros en 
otras investigaciones. 

R E S U L T A D O S 

El primer aspecto y el más importante en 
los comienzos de la investigación fue la adquisi-
ción de un gran número de mielomas para el 
aislamiento de sus proteínas en cantidades apre-
ciables, ya fuera para inmunización o para 
tipificación. Fue así como de los 90 mielomas 
conseguidos se logró hacer plasmaféresis en 42 
de ellos, en algunos de ellos repitiéndose dicho 
proceso varias veces con fines terapéuticos. 

Una vez hechas las plasmaféresis y la tipifi-
cación, se hizo en 30 de ellos el aislamiento hasta 
la purificación de las proteínas de mieloma, con 
el fin de tener nuestros propios patrones para 
posteriores clasificaciones e inmunizaciones. 

La siguiente tarea fué la producción de los 
antisueros específicos contra las diferentes clases 
y subclases, tarea a la cual estuvimos dedicados 
1 1/2 años. Utilizamos para la inmunización las 
siguientes proteínas: IgG1 Κ completa, IgG1 Κ Fab, 
IgG 1K Fc, IgG2 completa, IgG2 Fab, IgG2K Fc, 
IgG2L completa, IgG2L Fab, IgG3 completa, 
IgG3KFab,IgG3K Fc, IgG4K completa, IgG4 Fab, 
IgG4K Fc, IgG4L completa, IgG4L Fab e IgG4L 
Fc. Como mínimo se inmunizaron 2 animales 

distintos con cada proteína o fragmentos protéi-
cos con el fin de evitar problemas de tolerancia o 
no respuesta que se presentan esporádicamente 
en ciertos animales de laboratorio. Después de 
inmunizados los animales, se les hizo también 
plasmaféresis con el fin de conseguir cantidades 
suficientes de cada uno de los antisueros y no 
anemizarlos por las sangrías. 

Con los Anti-IgG1, se pudo comprobar en 
Nueva York y en Oslo que con nuestro sistema 
fue la primera vez en el mundo en que se pudo 
producir antisuero contra esta subclase (55). Di-
chos antisueros contra las proteínas totales IgG1 
(Marcos) presentaron siempre reacciones cruzadas 
con IgG3, IgG4 e IgG2 ya fueran de tipo Kappa o 
Lambda, debido a los isotipos que comparten los 
IgG1 con las demás subclases, reacciones cruza-
das que fueron retiradas mediante inmunoabsor-
ción sólida. Los resultados obtenidos con los frag-
mentos IgG1 Κ Fc presentaron siempre reacción 
cruzada con los isotipos de las otras subclases, 
los cuales al ser removidos hacían desaparecer 
totalmente cualquier actividad de antisuero como 
anti-IgG1 (80). Otro problema de importancia 
resuelto por nosotros fue la producción de anti-
sueros específicos contra IgG2. Los demás auto-
res siempre encontraron dificultades en remover 
las reacciones cruzadas entre IgG2 e IgG3 (55), 
pero nosotros utilizando la proteína completa 
reducida y alkilada resolvimos dicho problema 
(80). Los anti-IgG2K Fab, una vez removida su 
reacción cruzada, fueron de gran importancia 
para nosotros ya que permitieron estudiar la 
subclase IgG2 en la superficie de los linfocitos y 
encontrar que es ésta la única subclase de IgG 
que se encuentra en la membrana de esta célula 
linfoide (70). Uno de los antisueros anti-IgG2 
presentó como característica la posibilidad de 
detectar exclusivamente las IgG2 Gm (n+) inde-
pendientemente del tipo de cadena liviana y lo 
utilizamos como tipificador de los Gm (n) (80). 
Las IgG3 son relativamente menos problemáticas, 
presentando isotipos principalmente con IgG1 e 
IgG2, para ello utilizamos IgG3K e IgG3L com-
pletas, la última de las cuales sirvió para recono-
cer el marcador genético Gm (g) mientras que la 
otra servía como tipificadora de subclase. 

Nunca nos funcionaron los Anti-IgG3 Fab 
y Anti-IgG3 Fc y creemos que tal vez fuera debi-
do a que la molécula rota, después de la digestión 
con papaina, se rompe más fácil y más rápida-
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Tabla explicativa de los porcentajes de proteínas de 
Mieloma Múltiple y Macroglobulinemia de Waldenstrom en la 
población Colombiana. Observar las altas proporciones de IgA e 
IgD y la baja cantidad de IgM. 

mente en fragmentos peptídicos más pequeños, 
que son incapaces de retener su capacidad anti-
génica (66). 

Las moléculas de IgG4 completas, siempre 
nos dieron fuerte reacción cruzada con IgG2, e 
IgG1 se hacía más débil. 

Nunca logramos una reacción ni siquiera 
cruzada al inmunizar los animales con los frag-
mentos IgG4 Fab; actualmente estamos tratando 
de averiguar la razón. La tipificación de los dos 
MM IgG4 dieron como resultado Gm (4a) y se 
hicieron en el laboratorio del Dr. H. G. Kunkel 
durante el período en el cual se descubrieron los 
marcadores genéticos de esta subclase (83). 
La producción de antisueros contra IgM, IgD e 
IgA fué, comparado con lo anterior, tarea sencilla 
ya que la única contaminante necesaria de remo-
ver, la mayoría de las veces, eran anticuerpos 
contra algunas proteínas séricas como Albúmina, 
Transferrina o C3, cosa que se hizo fácilmente 
con el suero de una niña agammaglobulinémica, 
acoplado a Sepharosa 4B con CNBr como inmu-
noadsorbente sólido (82). 

La potencia de estos antisueros se comprobó 
por inmunodifusión doble en agarosa según mé-
todo ya descrito. 

Nos quedaban varias dudas y era saber si 

Tabla de los mielomas de la población colombiana, 
por subclases de IgG. Comparar con la proporción de las pobla-
ciones caucásicas la menor proporción de las subclases IgG2, 
IgG3 e IgG4. 

era cierto que habíamos sido capaces de resol-
ver los problemas de producción, de Anti-IgG1 y 
Anti-IgG2, y así nuestros datos fueran reproduc-
tibles; para resolver dichos problemas enviamos 
nuestros antisueros a comprobación a la Rockefe-
ller University al Dr. H. G. Kunkel quien compro-
bó su completa especificidad. Una vez sabido esto 
tomamos otras proteínas distintas e inoculamos 
IgG1 Κ (Duarte) completa, IgG2K (D.OB) reduci-
da y alkilada, IgG2L completa e IgG4 Fc y obser-
vamos que los resultados eran completamente 
reproductibles, por ello tomamos 3 animales para 
inoculación por proteína o fragmento protéico. 
Una vez confirmados estos resultados el resto 
de la tarea era sencillísima de realizar. 

El proceso a seguir es el que a continuación 
describimos: Una vez sospechado el diagnóstico 
de MM o MW, por los estudios hematológicos y 
radiológicos ya mencionados, se hacía electrofo-
resis de proteínas al suero para tratar de localizar 
la movilidad de la banda monoclónica. Se conoce 
que IgA, IgM, IgD, IgG2 e IgG4 tienen una 
rápida movilidad electroforética, mientras que 
IgG1 e IgG3 son de más lenta movilidad, IgG1 
puede ser también muy polidispersa en cuanto a 
su patrón electroforético. Luego se corría siste-
máticamente, por inmunoelectroforesis el suero 
del paciente contra Anti-IgG y Anti-IgA para la 
identificación final de la clase de proteínas y 
simultáneamente contra Anti-K y Anti-L para la 
determinación del tipo de cadenas livianas. 
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En 2 oportunidades cuando no reaccionaban 
las proteínas con los antisueros contra IgG e IgA, 
pero sí con los antisueros contra Kappa o Lambda, 
decidimos correrlas contra Anti-IgD y fué cuando 
descubrimos los 2 mielomas IgD que aquí infor-
mamos. 

Nunca tuvimos problemas con el estudio 
de las 2 macroglobulinemias de Waldenstrom, ya 
que lo único que hicimos fué confirmar el diag-
nóstico remitido por 2 colegas de Cali y Medellín. 

Una vez establecida la clase de Ig que tenía 
dicho mieloma se establecía la subclase, compro-
bando la proteína por inmunodifusión, puesta a 
1 mgr/ml si ya se había aislado o el suero diluido 
1:100 en PBS,pH 7.2. Siempre se colocaron con-
troles conocidos para evitar errores diagnósticos 
consecutivos al daño o inactivación de los antí-
sueros por almacenamiento o envejecimiento. 

Los IgM fueron uno tipo Kappa y otro 
Lambda al igual que los 2 IgD. No pudimos 
analizar los Gm de la subclase IgG1 pero envia-
mos 6 casos tomados al azar de proteínas de mie-
loma que fueron tipificados en Nueva York como 
Gm (a). (Tablas 4, 5, 6, 7 y 8). 

No se hizo tipificación de los Am de IgA, 
que como se sabe se encuentra como marcador 
solamente en la IgA2. Estos datos ya nos per-
mitían postular entonces que nuestro más proba-
ble marcador genético de las IgG fuera en su 

mayor parte Gm (a) para la IgG1, Gm (n—) 
para la IgG2, Gm (g) para la IgG3 y Gm (4a) 
para la IgG4. Estos datos los explicaremos y los 
analizaremos en la discusión. 

D I S C U S I O N 

Hubo varios datos considerados de impor-
tancia en este trabajo que antes de ser dados a 
conocimiento decidimos corroborar. 

El primero es que habíamos resuelto el 
problema de la producción de los antisueros 
contra las distintas subclases de IgG abriendo así 
el camino para investigar completamente el papel 
de estas proteínas en las distintas entidades pato-
lógicas. Tiene esta solución una aplicación impor-
tantísima en la patología renal, pulmonar, reuma-
tológica y hematológica especialmente en las 
enfermedades autoinmunes y de complejos inmu-
nes. 

El segundo es que habíamos logrado esta-
blecer la proporción de las distintas clases y 
subclases de Igs en la población colombiana a 
través del estudio de la proporción de las distintas 
clases y subclases de MM. 

El tercero, que habíamos logrado establecer 
el marcador genético de la respuesta inmune 
humoral predominante en nuestro medio y el 
cuarto, que nos sorprendió ya que llevábamos una 
mente completamente abierta a cualquier posibi-
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Tipos de marcadores genéticos observados en los mielo-
mas de las subclases IgG2, IgG3 e IgG4, Vale la pena recalcar 
que 3/4 de la población de IgG2 son Gm (n-); 3/4 del total de 
IgG3 son Gm (g) y los IgG4 son Gm (4a) indicando una altísima 
frecuencia del Gm (n—) (g) (4a) . 

lidad, es que había una perfecta correlación entre 
el Gm postulado por nosotros y la proporción 
de clases de MM. 

Analicemos los datos, dejando a un lado el 
problema de la producción de los antisueros. Al 
hacer el análisis por clases (IgA, IgM, IgD), tres 
datos llamaron nuestra atención: 

La alta incidencia de mielomas IgA (24% la 
nuestra, la informada por otros: 10-18%) ; la 
bajísima incidencia de macroglobulinemia de 
Waldenstrom o IgM (2% nuestro porcentaje, lo 
descrito: 8-12%) y la alta incidencia de IgD 
(2.2% la nuestra y la de otros, 0 .4%) (55). 
Estudiemos dato por dato: 

Estamos completamente convencidos que 
tenemos unos altos niveles de IgA circulantes (81) 
y que solo reflejan una alta estimulación anti-
génica de los sitios donde se hace la síntesis 
de IgA en el organismo (tejido linfoide peri-
férico: amígdalas, placas de Peyer, etc.) deján-
do estas células, debido a su mayor proporción, 
más susceptibles de transformación neoplásica. 
Caemos así dentro de la primer hipótesis formula-
da por Kunkel acerca de la incidencia de mielo-
mas (7,70). Nuestros niveles circulantes de IgA 
son más altos debido a que en nuestro medio 
ambiente los agentes infectocontagiosos nos ha-
cen una estimulación antigénica más acentuada 
a nivel de mucosas, tracto respiratorio e intestinal. 
Esto explicaría el tipo de patología infantil que 
observamos: los lactantes que tienen su sistema 

Tabla que muestra las distintas combinaciones genéticas 
más frecuentes en distintas poblaciones del mundo. La postulada 
para nosotros es lo que se encuentra en gris oscuro, mientras que 
la 2a. alternativa, en gris claro, sería la menos probable. 

inmune aún inmaduro mueren en nuestro país 
principalmente de diarrea y neumonías. En ellos, 
la síntesis de IgA está aún inmadura y por consi-
guiente perecen; pero en el adulto, con un sistema 
inmune más maduro, dicha estimulación antigé-
nica se traduce en una marcada proliferación 
del sistema linfoide secretor y en niveles de IgA 
proporcionalmente más altos. Hay por consiguien-
te una mayor posibilidad de producción de mie-
lomas de la clase IgA. 

Con respecto a la IgM, los estudios realizados 
por Ospina et al (84) han mostrado que nuestra 
proporción de IgM circulante es normal, pero hay 
una disociación entre estos datos y la proporción 
de MW y nosotros creemos que lo que sucede es 
que la MW no es diagnosticada en nuestro medio, 
es confundida o es completamente ignorada. 
Creemos a este respecto que hay que insistir ante 
los oftalmólogos para que la reconozcan, ya que 
debido a las características de hiperviscocidad 
sérica que produce el incremento de estas pro-
teínas, uno de los primeros motivos de consulta 
es la retinopatía. 

Con respecto a la IgD, cuando tuvimos el 
primer mieloma de esta clase, pensamos que había 
sido un hecho debido al azar (incidencia normal 
0.2-0.6%); pero cuando tuvimos el 2o. caso 
(incidencia de 2 .2%) pensamos en la existencia de 
otra explicación distinta del azar. Walzer y Kun-
kel (85) encontraron muy recientemente que 
había una relación entre los niveles de IgD, IgG3 
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y el marcador Gm (g). Observaron que los indivi-
duos con el marcador Gm (g), que casi siempre 
tienen bajos niveles de IgG3, tenían niveles séricos 
de IgD tres o cuatro veces superiores a los indivi-
duos con marcador genético Gm (b). Nosotros 
somos casi homozigotos para Gm (g). Por consi-
guiente no resulta ilógico nuestra baja frecuencia 
de MM IgG3 y nuestro alto porcentaje de MM de 
la clase IgD. Se nos presentó un caso de MM sin 
proteína anormal lo cual está contemplado den-
tro de las estadísticas en esa proporción (7). No 
sabemos nada concreto a este respecto hasta el 
presente, debido al cuadro clínico tan bizarro de 
la paciente. El análisis de las subclases de Igs es 
muy diciente: tenemos nosotros una alta propor-
ción de MM de la subclase IgG1 y bajas cantidades 
de las otras subclases. Los distintos trabajos reali-
zados en otras razas, informan proporciones rela-
tivamente más bajas de IgG1 (64-67), perfecta-
mente correlacionares con los niveles séricos 
de dicha subclase IgG en el suero de las pobla-
ciones de donde fueron obtenidos los MM y 
con los marcadores Gm de dicha población (las 
dos hipótesis de Kunkel) (7). Las cifras para 
IgG1, oscilan entre 61% y 72% en individuos 
caucásicos (55). Simultáneamente los niveles de 
IgG2 oscilan entre el 17% y el 29%,los de IgG3 
entre 5 y 10% y los de IgG4 entre 4 y 6%, 
igualmente en caucásicos de tipos genéticos prin-
cipalmente Gm (f,b,n—, 4b) (55-63). Ha sido 
plenamente demostrado en estudios de población 
realizados en caucásicos, japoneses, chinos, papuas 
y negros que si bien combinaciones teóricamente 
posibles de marcadores Gm podrían ocurrir, ellas 
no se presentan nunca, indicando entonces que 
hay una ventaja selectiva en las combinaciones 
existentes y se ha reducido su número de una 
cifra bien elevada de combinaciones posibles a 
escasamente menos de 15 (57). 

Ya que hemos demostrado plenamente que 
nuestros principales Gm para los IgG4, IgG2, 
IgG3 eran Gm (4a),Gm (n—) y Gm (g); que las 
proteínas de la subclase IgG1 eran Gm (a) y que 
por los estudios de Kunkel se ha demostrado 
que el marcador Gm (z) se encuentra siempre 
asociado con el marcador Gm (a) en las molécu-
las de IgG1 en región diferente de la misma (86), 
y que la combinación Gm (4a) (n—) (g) se ha 
encontrado únicamente asociado con Gm (z,a) o 

Gm (z,a,x)(57), nosotros postulamos que nuestro 
principal marcador genético Gm es Gm (4a) ( n - ) 
(g) (z,a) ya que Gm (4a) ( n - ) (g) (z,a,x) se 
encuentra solo en caucásicos puros mientras que 
Gm (4a) (n—) (g) (z,a) se encuentra en caucásicos 
y mongolicos (57) y nosotros sabemos que nues-
tra raza no es caucásica pura. Otra razón más 
que nos induce a postular que nuestro marcador 
Gm es Gm (4a, n—, g, z, a), es que mencio-
nábamos en la introducción que Gm (4b) es 
alelo de Gm (4a), que Gm (n+) es alelo de Gm 
(n--), que Gm (b) es alelo de Gm (g) y que Gm 
(f, no a) es alelo de Gm (z,a) y también que los 
individuos que tenían el Gm (4b) tenían canti-
dades altas de IgG4 (67),los que tenían el alelo 
Gm (n+) tenían niveles considerablemente su-
periores de IgG2 a los que tenían el alelo Gm 
(n—) (65), y los que tenían el Gm (b) tenían 
hasta el doble de los niveles de IgG3 (66). Ahora 
bien, si nuestro Gm es el antialelo de estos que 
presentan niveles elevados de IgG4, nuestros 
niveles deben ser como mínimos normales o 
subnormales y la cantidad de IgG1 debe ser 
elevada en proporción a las demás para mantener 
el equilibrio homeostático. 

Postulamos entonces que nuestro marcador 
genético más frecuente (como mínimo en un 
70% por los estudios de los mielomas) es el Gm 
(4a) Gm (n—) Gm (g) Gm (z,a) en estrecha rela-
ción con nuestra proporción IgG4 (3%), IgG2 
( 6 % ) I g G 3 (12%) e IgG1 (77%). 

R E S U M E N 
Se hace el estudio inmunológico de 90 pro-

teínas de MM y MW clasificándolas por clases, 
subclases, tipos y marcadores genéticos. Se obser-
va una proporción de un 2.2% de MM IgD; 
2.2% de MW; 24% de MM de la clase IgA y 
71% de la clase IgG. Al analizar las subclases 
de esta última se observa la siguiente proporción: 
IgG1 77%, IgG2 12%,IgG3 6% elgG4 3%, los 
bajos niveles de estas últimas subclases son rela-
cionadas con el marcador genético "Gm" más 
frecuente postulado para la población colombia-
na que es Gm (4a), Gm (n—), Gm (g) y Gm (z,a), 

S U M M A R Y 
The immunological study of 90 proteins of 

MM and MW is done classifying them into classes, 
subclasses, types and genetic markers. A propor-
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tion of 2.2% of MM IgD, 2.2% of MW, 24% of 
MM of the IgA class and 71% of the IgG class 
is observed. Analysing the subclasses of the latter, 
we note the following proportion: IgG1 77%, 
IgG2 12%, IgG3 6% and IgG4 3%. The low 
leves of these subclasses are related with the 
more frequent "Gm" genetic marker postuladed 
for Colombian population which is Gm (4a) Gm 
( n - ) Gm (g) Gm (z, a). 
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