Inmunofijacion: mas alla de la tipificacion

de gammapatias monoclonales.

Valor pronostico, categorizacion de respuesta
al tratamiento e importancia en la deteccion
de interferencias por el uso de anticuerpos
monoclonales terapéuticos y en pacientes con
enfermedad COVID-19

Immunofixation: beyond the typification

of monoclonal gammopathies.

Prognostic value, categorization of responses to treatments
and importance in the detection of interferences by the use
of therapeutic monoclonal antibodies and in patients with
COVID-19 disease

Alejandre, MLE.

Laboratorio de Proteinas del Hospital de Clinicas José de San Martin. Departa-
mento de Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universi-
dad de Buenos Aires. Laboratorio de Anilisis Proteicos Especializados. Centro de

Hematologia Pavlovsky.

marielalejandre@hotmail.com

Fecha recepcion: 17/7/2022
Fecha aprobacion: 8/9/2022

ARTICULO
DE REVISION

HEMATOLOGIA
Volumen 26 n° 2: 63-73
Mayo - Agosto 2022

Palabras claves: inmunofijacion,
gammapatias monoclonales,
bandas oligoclonales,
interferencias por daratumumab.

Resumen

La presencia en suero, o al menos en orina, de un
componente monoclonal (CM) o sus subunidades,
las cadenas livianas, como producto de la prolife-
racion clonal de linfocitos B o células plasmaticas,
caracteriza un amplio grupo de gammapatias mono-
clonales (GM). La principal aplicacién de la inmu-
nofijaciéon (IFx) es la identificacién inmunoldgica
del CM en suero y orina para establecer el diagnds-
tico de las mismas. Ademads, dicho resultado tiene
valor prondstico para algunas de las GM. La IFx
también permite establecer los diversos grados de
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respuesta al tratamiento alcanzado por los pacientes
y determinar la reapariciéon del CM, marcando la re-
caida de la enfermedad.

La IFx consiste en precipitar la proteina de interés
en el gel mediante la adicion de antisuero monoes-
pecifico, al finalizar el fraccionamiento electroforé-
tico de las muestras de suero u orina, sembradas en
soporte de agarosa o acetato de celulosa gelatiniza-
do. Los lavados posteriores deben ser exhaustivos
para evitar visualizaciones inespecificas. Finalmente
se revela con azul brillante de Coomassie R 250 o
tincion ultrasensible de plata u oro coloidal.
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La aparicién en suero de bandas oligoclonales
durante el seguimiento de pacientes con mieloma
multiple (MM) post trasplante autélogo de células
madres (TAMO) gener¢ dificultad para evaluar el
CM original. Su aparicién, certificada por IFx se
asoci6 con la ocurrencia de efectos adversos menos
frecuentes a la terapia aplicada y mayores tiempos
de sobrevida global y libre de enfermedad en los pa-
cientes.

Mas recientemente, los anticuerpos monoclonales
terapéuticos para el tratamiento del MM también
complican la evaluacién de su CM. Aparecen en el
proteinograma (PROT) a dosis terapéuticas y son de
tipo IgG-kappa en la IFx. Dicha interferencia puede
indicar falsamente un grado de respuesta deficiente
a la terapia, sobre todo en aquellos casos en que el
CM original es del mismo tipo inmunoldgico y tie-
ne igual movilidad electroforética que el anticuerpo
terapéutico.

En el seguimiento de pacientes con enfermedad
COVID-19 pudo observarse la aparicién de bandas
homogéneas en el PROT, interfiriendo en la evalua-
cién del CM para aquellos pacientes con diagndstico
previo de GM.

Por todo lo expuesto resulta aconsejable realizar
el seguimiento de los pacientes en un mismo labo-
ratorio de analisis clinicos, dada la necesidad de su-
mar al correcto procesamiento técnico de la IFx el
conocimiento de los datos de la historia analitica y
clinica. Esto favorece la adecuada interpretacion y
redaccion del informe, a la vez que permite discernir
en cudl de las diversas situaciones antes menciona-
das se encuentran nuestros pacientes.

Abstract
The presence in serum or at least in urine of a mono-
clonal component (MC) or its light chain subunits,
as a product of clonal proliferation of B lymphocytes
or plasma cells, characterizes a large group of mono-
clonal gammopathies (MG). The main application of
immunofixation (IFx) is the immunological identifi-
cation of MC in serum and urine to establish their
diagnosis. In addition, this result has prognostic value
for some of the MG. IFx also makes it possible to es-
tablish the various degrees of response to treatment
achieved by patients, and to determine the reappear-
ance of MC, marking the relapse of the disease.

IFx consists of precipitating the protein of interest
in the gel by adding monospecific antiserum at the
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end of the electrophoretic fractionation of the serum
or urine samples, seeded on agarose or gelatinized
cellulose acetate support. Subsequent washes must
be exhaustive to avoid nonspecific visualization. Fi-
nally, it is revealed with Coomassie Brilliant Blue R
250 or ultrasensitive colloidal silver or gold stain.

The appearance of oligoclonal bands in serum
during the follow-up of patients with multiple my-
eloma (MM), after autologous stem cell transplan-
tation (ASCT), generated difficulty in evaluating the
original MC. Its appearance, certified by IFx, was
associated with the occurrence of fewer adverse ef-
fects to the applied therapy, and longer overall dis-
ease-free survival in patients.

More recently, therapeutic monoclonal antibodies
for the treatment of MM also complicate the eval-
uation of its MC. They appear in the proteinogram
(PROT) at therapeutic doses and of type IgG-kappa
by IFx.

Such interference may falsely indicate a poor re-
sponse to therapy, especially in those cases where
the original MC is of the same immunological type
and has the same electrophoretic mobility as the
therapeutic antibody.

In the follow-up of patients with COVID-19 dis-
ease, the appearance of homogeneous bands in the
PROT could be observed, interfering in the evalua-
tion of their MC for those patients with a previous
diagnosis of MG.

For all the above, it is advisable to follow up pa-
tients in the same clinical analysis laboratory, given
the need to add to the correct technical processing
of the IFx, the knowledge of the analytical and clin-
ical history data. This favors the proper interpreta-
tion and writing of the report, while it allows us to
discern in which of the various situations mentioned
above our patients are included.

Introduccion

La presencia en suero, o al menos en orina, de una
inmunoglobulina monoclonal, llamada componen-
te monoclonal (CM) o paraproteina, o de sus subu-
nidades, las cadenas livianas, como producto de la
proliferacion clonal de linfocitos B o células plasma-
ticas caracteriza un amplio grupo de gammapatias
monoclonales (GM) con impacto clinico muy hete-
rogéneo. Las mismas comprenden desde las men-
cionadas gammapatias monoclonales de significa-
do incierto (GMSI), completamente asintomadticas
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y que no requieren intervencion hasta el mieloma
multiple (MM) agresivo con necesidad de trata-
miento inmediato®”.

El CM se visualiza en el proteinograma electro-
forético (PROT) como la aparicion de una banda
homogénea que puede migrar desde la fracciéon de
las a2-globulinas hasta el punto de siembra, origi-
nando un pico en la densitometria electroforética
posible de cuantificar. Posteriormente, la identifica-
cion inmunoldgica de dicha paraproteina es efectua-
da por la técnica de inmunofijacion (IFx).

En los primeros afios del siglo XXI se sumo a es-
tos analisis proteicos especializados el ensayo de
cuantificacion de las cadenas livianas libres en suero
(sFLC)®. La combinacidn de dicha técnica con el
PROT y la IFx en suero y en orina aumenta la sensi-
bilidad y constituye el panel de cribado para el diag-
ndstico de GM®.

La deteccion, caracterizaciéon y medicién de los
CM ayuda en el diagnostico inicial de estos desorde-
nes a la vez que permite realizar la estratificacion del
riesgo de progresion de pacientes con GMSI o MM
indolente o asintomdtico a MM u otra GM maligna
relacionada®®. Por ejemplo, el isotipo del CM carac-
terizado por IFx influye en el riesgo de progresion de
una GMSI, ya que se observé que individuos con CM
de tipo no IgG presentan una mayor probabilidad de
progresion a MM que los del tipo IgG. A su vez, dicho
panel de cribado permite detectar pacientes asinto-
maticos con alto riesgo de progresion, que podrian
beneficiarse de recibir tratamientos tempranos®.

Por lo tanto, la inspeccidén visual rigurosa del
PROT junto a la realizacién posterior de la IFx y
el estudio proteico en orina, especialmente cuando
persiste la sospecha clinica y no hay una clara visua-
lizacién del CM en la corrida electroforética, resul-
tan imprescindibles para su pesquisa‘®.

Finalmente, disponer de la informacién del isoti-
po de la paraproteina por IFx y la posicién en que
migra dicho CM en el PROT, es necesario cuando se
hace un seguimiento de los diversos grados respues-
ta al tratamiento alcanzados por los pacientes y para
poder determinar si, de haber una recaida, ésta se
produce con el mismo clon o una proteina monoclo-
nal de isotipo diferente (factor de mal prondstico)®.

Ensayo de inmunofijacion

Mientras que la electroforesis de proteinas puede
detectar patrones de bandas que permiten sospechar
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una GM, para poder identificar que la aparicion de
dicha banda homogénea en el PROT sea un CM, es
necesario combinar esta técnica electroforética con
métodos inmunoquimicos'?.

La IFx es una técnica altamente aconsejable para
identificar bandas mono y oligoclonales. La proteina
de interés es precipitada en el soporte mediante su
antisuero monoespecifico luego del fraccionamien-
to electroforético de la muestra. Existen diferentes
maneras de dispensar el antisuero diluido. En los so-
portes de acetato de celulosa gelatinizado, mediante
dispensadores especiales y en los geles de agarosa,
aplicando sobre la superficie del gel una plantilla con
espacios para el agregado de los antisueros sobre las
proteinas fraccionadas. En ambos soportes es posi-
ble agregarlos también mediante una tira de papel
de filtro o acetato de celulosa saturados con la dilu-
cion adecuada de antisuero?.

La proteina monoclonal identificada en la IFx
debe tener la misma movilidad electroforética que
presenta en la electroforesis de proteinas (Figura 2).
Cuando se detectan dos o més bandas pequeias en
una region, se asocia con un perfil oligoclonal carac-
teristico de cuadros infecciosos, patologias autoin-
munes o enfermedades linfoproliferativas?.

Silos antisueros utilizados no identifican una ban-
da vista en la corrida electroforética de la muestra
largada en paralelo, que se utiliza como control de
comparacion de bandas de corrida, se deben con-
siderar pasos adicionales, como la dilucién del an-
tisuero (abordando la posibilidad de tener Ag en
exceso) o el uso de antisueros contra otras protei-
nas''?, Otras veces se realiza el pre-tratamiento de
la muestra con 2-mercaptoetanol (2ME) durante 30
minutos, para exponer epitopes antigénicos no de-
tectados en el analisis de las moléculas en su estado
conformacional nativo, lo que favorece la identifica-
cion de ciertos CM con epitopes ocultos!*!V,

Existen métodos automatizados aplicables a geles
de agarosa que disminuyen los errores operativos.
La reaccion necesita entre 5 y 45 minutos para com-
pletarse. Posteriormente los soportes son lavados en
buffer fosfato salino con pH entre 7 y 7,5 para elimi-
nar toda la proteina no precipitada?.

El antisuero se encuentra en contacto directo con
las bandas de proteinas fraccionadas electroforética-
mente, previniendo asi la difusiéon de las mismas en
el soporte. De este modo presenta como ventaja so-
bre la inmunoelectroforesis una mejor resolucion de
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Figura 1. Ejemplo de la visualizacion de la técnica de inmunofijacion en gel de agarosa y equipo automatizado.
a) Inmunofijacién de un paciente que presenta una banda homogénea en el proteinograma electroforético
observado en la calle control (ELP), que resulta ser un componente monoclonal de tipo IgG-kappa por
reaccionar frente a los antisuero anti cadenas pesadas y y anti cadenas livianas k de las inmunoglobulinas.

las bandas de interés y comparables facilmente con
el PROT de referencia. Esta caracteristica la hace
mas sensible para detectar CM de pequena concen-
tracion asociados a normo o hipergammaglobuline-
mia policlonal e inmunoglobulinas oligoclonales o
biclonales de la misma clase, cercanas entre si‘'V,

Sin embargo, la falta de difusion la hacen mas sus-
ceptible que la inmunoelectroforesis a las condiciones
de exceso de antigeno. Efectivamente, debe realizarse
una dilucidn de la muestra, adecuada a la concentra-
cion de proteina a identificar, en funcion del titulo de
antisuero utilizado. Una situacioén de exceso de anti-
geno produce la redisolucién del inmunocomplejo,
con el consecuente resultado falso negativo!'".

La redisolucién de bandas monoclonales en la IFx
por efecto de prozona ha sucedido, inclusive, respe-
tando las diluciones de muestras recomendadas por
el fabricante. El agregado de polietilenglicol al anti-
suero puede aumentar la sensibilidad del método. El
tratamiento previo de la muestra con agentes reduc-
tores puede favorecer la deteccion de pequenios CM
complejados con inmunoglobulinas autélogas, que
pasan desapercibidos en el PROT y la inmunoelec-
troforesis"'?.

Desde el punto de vista de las buenas précticas
debe tenerse en cuenta que, por tratarse de un frac-
cionamiento electroforético, se respetaran las mismas
consideraciones que para el PROT en fase solida. Por
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estar basado en el equilibrio entre antigeno y anti-
cuerpo es sumamente importante verificar el titulo
de los antisueros previamente a su incorporacion en
la rutina del laboratorio™”. Un titulo de antisuero in-
ferior al declarado puede ocasionar una redisolucion
del analito en la IFx. No todos los fabricantes infor-
man la fuente y caracteristica del antigeno utilizado
en la inoculacion. En el caso de los antisueros utiliza-
dos en la IFx con anti-kappa y anti-lambda en orina,
la diferencia de reactividad entre marcas comerciales
hace necesario utilizar varias de ellas para identificar
una PBJ. Mds grave es la situacion de los antisueros
para detectar cadenas livianas libres!'*.

Por la misma razdn, esta técnica requiere estimar
previamente la concentracién de la proteina a iden-
tificar. En el caso de que sea extremadamente eleva-
da, la muestra deberd diluirse.

En condiciones generales, la concentracion de tra-
bajo para identificar un CM debe oscilar entre 0.25 y
1 g/dL para obtener una precipitacion adecuada con
los antisueros comerciales mas cominmente utiliza-
dos. La concentracion de trabajo 6ptima del antige-
no depende del titulo de cada antisuero.

Cuando la IFx no se realiza mediante sumersion del
soporte en el antisuero, debe asegurarse que se realice
en una camara humeda para evitar que se sequen los
geles. Los lavados posteriores a la fijacion deben ser
exhaustivos para evitar que la coloracion inespecifica
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del soporte dificulte la visualizacion de las bandas!?.

Por ultimo, se revela con azul brillante de Coo-
massie R 250 o por tincidn con plata u oro coloidal.
Los metales pesados incrementan la sensibilidad del
método, haciéndola apropiada para su uso en orina
y liquido cefalorraquideo sin necesidad de concen-
tracién previa de las muestras’®. La IFx coloreada
con plata u oro coloidal tiene un limite de detecciéon
estimada entre 0,6 y 1 mg/L para la proteina de Ben-
ce Jones (PB]J). Cinco a diez veces mas sensible que
el PROT con la misma tincién®. En la IFx realiza-
da en forma manual utilizando geles de acetato de
celulosa deben observarse los resultados obtenidos,
previamente al transparentado del gel.

Utilidad y alcance de los resultados

La principal aplicacion de la IFx es la identificacién
de los CM en suero y orina. La monoclonalidad, vis-
ta como una banda homogénea en la IFx, es la carac-
teristica de una GM.

La identificacién correcta de la cadena liviana y
pesada de un CM puede evitar errores de interpre-
tacion de un resultado. Pacientes con MM a cadenas
livianas, llamado también MM micromolecular, s6lo
excretan PBJ en orina. Si la funcién renal estd dismi-
nuida y la concentracién del CM es elevada, puede
ser vista también en suero, confundiéndose con una
inmunoglobulina entera y conduciendo a conclusio-
nes erréneas (Figura 2).

Figura 2. Paciente con diagndstico de MM a cadenas livianas de tipo lambda y 60% de infiltracion de
células plasmaticas en médula dsea. a) Proteinograma sérico en gel de agarosa y equipo automatizado. El
paciente presenta una banda homogénea en el proteinograma en la fraccion de las betaglobulinas.

PROTEINOGRAMA

Registro
Densitogrdfico

1lb a;

b) Proteinograma del suero del paciente en gel de agarosa y equipo automa-
tizado, y de la orina de 24 horas de recoleccién sin concentracion previa, en
gel de acetato de celulosa manual y tincion ultrasensible de plata coloidal,
largados en simultdneo. En el proteinograma de la orina se ve una banda
homogénea, también en la fraccion betaglobulinas, posible PBJ.

-—
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¢) Inmunofijacion del suero del paciente en gel de agarosa y equipo automatizado. Se ensayan
los antisueros frente a las 5 clases de cadenas pesadas y los 2 tipos de cadenas livianas de las
inmunoglobulinas, certificando que la banda del suero es el reflejo sérico de la PB].

De la misma manera, una inmunoglobulina mo-
noclonal entera puede tener una concentracion tan
elevada que satura el glomérulo y el tubulo renal,
excretandose por orina. Una mala interpretacion de
este cuadro puede llevar a concluir la presencia de
una PBJ, cuando en realidad no lo es. Cabe mencio-
nar que todo MM o GMSI tiene peor prondstico si
presenta PBJU¢),

Nuestro grupo de trabajo (en concordancia con
otros autores) ha observado durante el seguimien-
to de pacientes con MM tratados con altas dosis de
quimioterapia seguido de trasplante de autélogo de
células madres (TAMO), la aparicién en suero de
bandas oligoclonales (BO) post-TAMO. El 16.4%
(50/305) de los pacientes presentaron durante su se-
guimiento multiples componentes homogéneos de
baja concentracién que, tipificados por IFx, podian
diferir en el isotipo de la cadena pesada, en la cade-
na liviana y en la movilidad electroforética del CM
original. Esto se visualizo en el PROT alos 6,6 meses
post-TAMO en promedio (1-81 meses) y con una
duracién promedio de 9,8 meses (1-36). Se pudo
observar que los 50 pacientes presentaron recupe-
raciéon de las inmunoglobulinas policlonales, con
cifras normales o incluso ligeramente aumentadas,
coincidentemente con la aparicion de dichas BO de
baja concentracion. Posteriormente, al desaparecer
las mismas, se mantuvieron las inmunoglobulinas
policlonales dentro del rango normal, en varios pa-
cientes con ausencia del CM original confirmado
por IFx y en otros con vestigios del mismo.

Aunque la aparicién de BO en el suero de los
pacientes gener6 una dificultad adicional a la hora
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de realizar la interpretacion cuali/cuantitativa del
CM original, su presencia se correlacion6 con efec-
tos adversos menos frecuetes de la terapia aplicada y
mayores tiempos de sobrevida global y libre de en-
fermedad de los pacientes!'”'® (Figura 3).

Debido a la importancia que tiene la variacion de
la concentraciéon del CM en la evaluacion de la res-
puesta terapéutica y por otra parte, la importancia
de la deteccion de las BO dado su valor pronoéstico
favorable luego del trasplante, resulta imprescindi-
ble realizar IFx conjuntamente con el PROT en el
seguimiento de dichos pacientes.

A su vez, se ha observado que aquellos pacientes
con BO y zona gammaglobulina elevada en el PROT
arrojan resultados de relacién anormal de la sFLC, a
favor de la cadena liviana libre kappa vs una relacion
normal, en los pacientes con valores de zona gam-
maglobulina normal, con diferencia estadisticamente
significativa. En estos casos vuelve a considerarse fun-
damental la realizacion de la IFx para certificar la pre-
sencia de BO y la remisién completa (RC) (ausencia
del CM por IFx) alcanzada o no, post-TAMO. A su
vez, se demuestra una limitacion en la prueba de sFLC
en la evaluacion de la RC estricta para estos pacientes
con MM, TAMO y RG, si presentan BO en suero®*?.

Mas recientemente, con el advenimiento de los an-
ticuerpos monoclonales terapéuticos para el trata-
miento de pacientes con MM, es posible observar en
el suero de los mismos una interferencia con las dosis
habituales utilizadas, que resulta en la apariciéon de
una proteina monoclonal visible y cuantificable en el
PROT y una banda monoclonal de tipo IgG-kappa
caracterizada por IFx (Figura 4).
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Figura 3. Paciente con diagnéstico de MM, que recibe como tra-
tamiento un TAMO.

a) Proteinograma del suero del paciente en gel de agarosa y equi-
po automatizado, y de la orina de 24 horas de recoleccién sin con-
centracion previa, en gel de acetato de celulosa manual y tincion
ultrasensible de plata coloidal. Proteinograma sérico donde se ob-
serva la presencia de un componente monoclonal en la zona rapi-
da de las gammaglobulinas, que se caracteriz6 por inmunofijaciéon
como de tipo IgG-kappa. El proteinograma de orina muestra una
proteinuria de tipo “mielomatosa” con compromiso glomerular
de alta selectividad.

b) Proteinograma e inmunofijacion realizadas en gel de agarosa y equipo automatizado. Proteinograma sé-

rico del paciente a los 5 meses post-TAMO donde se observa la aparicién de bandas oligoclonales, caracte-

rizadas por inmunofijacién como 2 IgG-K, 1 IgM-L y 1 IgG-L. Puede observarse que el paciente logra una

muy buena remision parcial al tratamiento, al visualizarse su componente “M” original s6lo por inmunofi-
jacion, con aparente ausencia en el proteinograma sérico.

Figura 4. Paciente con diagnostico de MM de tipo IgA-kappa en recaida y rescate
- con daratumumab.

a) Proteinograma del suero del paciente en gel de agarosa y equipo automatizado,

donde se observa la presencia del componente monoclonal en la fraccién beta-2

globulinas, que se caracterizé por inmunofijaciéon como de tipo IgA-kappa, mos-

trando la recaida del MM.

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 63-73, 2022
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b) Proteinograma del suero del paciente en gel de agarosa y equipo automatizado. Fijacion en acetato de
celulosa gelatinizado manual cuando comienza tratamiento con daratumumab/dexametasona. Se observa
en el proteinograma sérico una nueva banda homogénea en el sector lento de la zona de las gammaglo-
bulinas. Al realizar la inmunofijacion se identifica como de tipo IgG-kappa y ausencia del componente
monoclonal original IgA-kappa en beta. El paciente alcanza la remisiéon completa de la enfermedad y se
observa la interferencia del anticuerpo monoclonal terapéutico daratumumab, debido a la banda de preci-
pitacion de tipo monoclonal frente a anti IgG-kappa correspondiente.

La relevancia de dicha interferencia es que tiene
el potencial de indicar falsamente un grado de res-
puesta deficiente a la terapia, sobre todo en aque-
llos casos en que el CM original es del mismo tipo
inmunoldgico (IgG-kappa) y tiene igual movilidad
electroforética en el PROT que el anticuerpo tera-
péutico®. La posibilidad de superponer, en PROT
realizados por electroforesis capilar, los perfiles del
paciente en ingresos anteriores a comenzar el tra-
tamiento, sobre los nuevos controles, nos permiten
comparar movilidades e identidades y descartar la
interferencia.

Dado los criterios de grupo de trabajo internacio-
nal sobre el MM (IMWG) para evaluar la calidad de
respuesta al tratamiento aplicado resulta fundamen-
tal que la banda monoclonal proporcionada por el
anticuerpo terapéutico no se confunda con el CM
original del paciente. Aunque la interferencia no se
circunscribe exclusivamente al daratumumab (an-
ticuerpo monoclonal anti-CD38 IgGl-x), ya que
también se observa en tratamientos con elotuzumab
e isatuximab, se ha desarrollado un ensayo de IFx
especifico para anularla, llamado DIRA, pero el mis-
mo no se encuentra disponible en nuestro pais®".

En nuestra experiencia llevamos realizado el se-
guimiento de 89 pacientes tratados con daratumu-
mab, 3 con elotuzumab y 3 con isatuximab, de alli
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la importancia de que el bioquimico esté informado
respecto del tratamiento que reciben sus pacientes y
sea consciente de que la presencia de una nueva ban-
da con movilidad de migracion en la region de las
gammaglobulinas, de 0,10 gr/dL de concentracién
aproximada en el PROT vy tipificada como IgG-ka-
ppa por IFx puede derivar del tratamiento con anti-
cuerpos terapéuticos y asi expresarlo en los informes
de laboratorio entregados.

Mas recientemente se comenz6 a estudiar el uso
de la técnica de espectrometria de masa (EM) para
la deteccion e identificacién de las GM. Como cues-
tiones negativas para su accesibilidad en los labo-
ratorios de andlisis clinicos podriamos citar su alto
costo, que viene dado por la necesidad de contar
con el equipamiento necesario y realizar, previo al
analisis, una purificacion de las cadenas pesadas y
livianas de las inmunoglobulinas en las muestras.
La misma consiste en cinco incubaciones del suero
del paciente con microparticulas magnéticas recu-
biertas de anticuerpos anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM,
anti-kappa y anti-lambda (a las que pueden adicio-
narse dos incubaciones mds, con anti-kappa libre y
anti-lambda libre, para obtener mayor sensibilidad),
los posteriores lavados y la re-suspension de los pu-
rificados.

Se suma como dificultad la necesidad de contar
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con el procesamiento de la muestra al momento del
diagndstico, para poder conocer el nimero de masa
especifico del CM del paciente y asi poder evaluar
en controles posteriores la presencia o no del mismo
en el espectro y establecer la respuesta terapéutica
alcanzada.

Por otro lado, cabe mencionar que la automati-
zacion de los procesos es total y la sofisticacion del
programa informatico del equipo permite la inter-
pretacion objetiva de los resultados. En cuanto a su
utilidad clinica, hay estudios que revelan que la po-
sibilidad de detectar la glicosilacion de las cadenas
livianas del CM en pacientes con GMSI mediante
EM, permite aportar un potente factor de riesgo de
progresion a amiloidosis, MM u otra discrasia de cé-
lulas plasmaticas®?.

Esta en estudio continuo la mayor sensibilidad de
la EM y su posible aporte, en comparacién con la IFx
y la CE para determinar la calidad de la respuesta al
tratamiento alcanzada por los pacientes y, con ello,
la posterior toma de decision médica. En este sen-
tido hay estudios que demuestran que el valor pre-
dictivo negativo de la EM respecto de la enfermedad
minima residual (EMR) por CF en pacientes con
MM después del TAMO vy al final de la consolida-
cion se acerca al 90%, con una sensibilidad también
del 90%. Esto significa que el 90% de los pacientes
que eran negativos por EM también lo eran para
EMR por CE Pero, segun los autores, el 10% de los
pacientes que tenian un CM en la EM, con resul-
tados de EMR negativa por CFE, podrian ser o bien
falsos negativos debido a la distribucién parcheada
del MM en médula 6sea, o deberse a la presencia de
enfermedad extramedular, que impide su identifica-
cion en médula®.

Finalmente, el estudio de EM permite diferenciar
la presencia de los anticuerpos monoclonales tera-
péuticos del CM original del paciente, ya que pre-
sentan un nimero de masa diferente y se ubican, por
lo tanto, en otro lugar del espectro.

La pandemia de COVID-19 tampoco pasé desa-
percibida respecto de la aparicion de interferencias
de bandas homogéneas en el PROT, especialmen-
te relevantes en pacientes con diagndstico previo
de GM. Asi, es posible mencionar, como parte de
nuestra experiencia, el ejemplo de un paciente de
57 afnos y diagnostico de MM de tipo IgG-kappa.
El mismo fue tratado con TAMO, logrando RC en
abril de 2021. En su control de agosto del mismo
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afo present6 una banda homogénea de 0,70 gr/dL
en la zona gamma del PROT, en un lugar de movi-
lidad diferente que su CM original. La misma fue
caracterizada como de tipo IgG-lambda por IFx,
permaneciendo el paciente en RC de su MM dada
la ausencia de su CM IgG-kappa. Podemos inferir
que este hallazgo se trat6é de una interferencia, por
estar cursando la enfermedad COVID-19 de recien-
te diagndstico, ya que en la actualidad se encuentra
sin mayores complicaciones, sin la interferencia en
el PROT y contintia en RC de su MM por IFx.

Reflexiones finales

A la luz de lo antes desarrollado, antes de informar
los resultados de la IFx en los diversos liquidos bio-
légicos de los pacientes estudiados, es indispensable
evaluarlos clinica y metroldgicamente para asegurar
la coherencia con informes previos, el diagndstico
presuntivo y su historia clinica.

Una vez que se haya validado la serie analitica me-
diante los resultados del esquema de control interno
y del informe de errores emitidos por el instrumen-
tal o reportado por el personal, se procede a la vali-
dacién bioquimica y clinica. También es convenien-
te un seguimiento estadistico de la proporciéon de
resultados anormales'V.

La validacién bioquimica implica conocer el com-
portamiento de los analitos en forma individual y en
conjunto con otros, asociados en un perfil de labo-
ratorio, y asi emitir un informe completo y comple-
mentario de todas las pruebas. Por ejemplo, el estu-
dio de las GM implica un perfil que suele incluir el
PROT, la cuantificaciéon de inmunoglobulinas IgM,
IgA e IgG, IFx, cuantificacion de B2 microglobulina
y sFLC en suero.

Finalmente, la validacion clinica del resultado ob-
tenido implica la coherencia de los mismos en fun-
cidén de la historia clinica. debiendo ser compatibles
con el estado del paciente, su historia analitica pre-
via y/o el tratamiento al que estd siendo sometido.
De ahi que es aconsejable realizar los seguimientos
de los pacientes en un mismo laboratorio de andlisis
clinicos.

Por lo antes mencionado, queda claro que a la co-
rrecta realizacion analitica de la IFx se suma la nece-
sidad de contar para su interpretacion con los datos
del paciente. Esto serd lo que permita discernir si
los resultados emitidos tienen valor diagndstico, va-
lor prondstico, si estamos en momentos de evaluar
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RC de la enfermedad ante una terapia recibida o si
estamos frente a la ocurrencia de una recaida bio-
quimica de la enfermedad. Ademas, podemos estar
advirtiendo respecto de la presencia de BO en pa-
cientes con MM (parametro de buen prondstico tar-
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dio post-TAMO) o detectando interferencias, sean
éstas producidas por anticuerpos monoclonales te-
rapéuticos o las observadas en épocas de la pande-
mia por COVID-19.

Conflictos de interés: La autora declara no poseer conflictos de interés.

72

Bibliografia

Keren DE, Bocsi, G, Billman BL et al. Laboratory De-
tection and Initial Diagnosis of Monoclonal Gam-
mopathies Guideline From the College of American
Pathologists in Collaboration With the American
Association for Clinical Chemistry and the American
Society for Clinical Pathology. Arch Pathol Lab Med.
2022;146:575-590.

Bradwell AR, Carr-Smith HD, Mead GP et al. Highly
sensitive, automated immunoassay for immunoglob-
ulin free light chains in serum and urine. Clin Chem.
2001;47(4):673-680.

Oliveros Conejero, R, Pascual Usandizaga, P, Garri-
do Chércoles, A. Optimizacién de flujos de trabajo y
paneles de cribado para la deteccién de gammapatias
monoclonales malignas. Adv Lab Med/Av Med Lab.
2020;1:2019-0028.

Kyle RA, Larson DR, Therneau TM et al. Long-term
follow-up of monoclonal gammopathy of undeter-
mined significance. N Engl ] Med. 2018;378(3):241-
249.

Sackmann F, Pavlovsky MA, Corrado C, Pizzolato
M, Alejandre M, Pavlovsky S. Prognostic factors in
monoclonal gammopathy of undetermined signifi-
cance. Haematologica. 2008;93(1):153-154.

Rajkumar SV, Dimopoulos MA, Palumbo A et al. In-
ternational Myeloma Working Group updated criteria
for the diagnosis of multiple myeloma. Lancet Oncol.
2014;15(12):e538-e548.

Hernandez MT, Giraldo P, De la Rubia J et al. Lenalid-
omide plus dexamethasone for high-risk smoldering
multiple myeloma. N Engl ] Med. 2013;369(5):438-
447.

Molina Garrido MJ, Guillén Ponce C, Guirado-Ri-
sueflo M, Martinez y Sevila C, Carrato Mena A. Diag-
néstico diferencial de las gammapatias monoclonales.
Anales de Medicina Interna. 2006;23(11):546-551.

10.

11.

13.

14.

15.

16.

17.

Keren David E. y Schroeder Lee. Challenges of mea-
suring monoclonal proteins in serum. Clin Chem Lab
Med. 2016;54(6):947-961.

Keren David E. Capitulo 2. Techniques for protein
electrophoresis. Protein Electrophoresis in Clinical
Diagnosis. Edward Arnold (Publishers) Ltd. (2003).

Garcia M, Madalena L, Gasparini S, Bresciani P, Ale-
jandre M, Facio ML. Mddulo 2: Buenas practicas en el
Laboratorio de Proteinas. Proceso analitico. Métodos
de fraccionamiento electroforético. El laboratorio de
proteinas: conceptos sobre calidad analitica y buenas
practicas. Editorial Eudeba. 2017.143-168.

. Bossuyt X, Bogaerts A, Schiettekatte G, Blanckaert

N. Serum protein electrophoresis by CZE 2000 Se-
rum protein electrophoresis and immunofixation by
a semiautomated electrophoresis system. Clin Chem.
1998;44(5):944-9.

Garcia M, Madalena L, Bragantini G y col. Electroin-
munofijacién de orinas sin concentrar por coloracién
con metales pesados. Acta Bioquim Clin Latinoam.
1996;30(3):215-20.

Whicher JT. Immunofixation on cellulose acetate is
more efficient than immunoelectrophoresis for detec-
tion of paraproteins. Clin Chem. 1983;29(2):402-3.

Hutchison CA, Batuman V, Behrens ] et al. The patho-
genesis and diagnosis of acute kidney injury in multi-
ple myeloma. Nat Rev Nephrol. 2011;8(1):43-51.

Alejandre M. Tesis doctoral Mieloma Multiple y
trasplante autdlogo de medula 6sea, Gammapatia
Monoclonal de Significado Incierto. Pardmetros bio-
quimicos: factores de prondstico, evolucion y riesgo.
Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad de
Buenos Aires. Argentina. 2011.

Alejandre ME, Madalena LB, Pavlovsky MA et al. Oli-
goclonal bands and immunoglobulin isotype switch
during monitoring of patients with multiple myelo-

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 63-73, 2022



INMUNOFIJACION: MAS ALLA DE LA TIPIFICACION DE GAMMAPATIAS MONOCLONALES.
VALOR PRONOSTICO, CATEGORIZACION DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO E IMPORTANCIA EN LA DETECCION DE
INTERFERENCIAS POR EL USO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES TERAPEUTICOS Y EN PACIENTES CON ENFERMEDAD COVID-19

18.

19.

20.

ma and autologous hematopoietic cell transplan-
tation: a 16-year experience. Clin Chem Lab Med.
2010;48(5):727-31.

Gurmukh S. Oligoclonal Pattern/Abnormal Protein
Bands in Post-Treatment Plasma Cell Myeloma Pa-
tients: Implications for Protein Electrophoresis and
Serum Free Light Chain Assay Results. J Clin Med
Res. 2017 Aug;9(8):671-679.

Alejandre ME, Pavlovsky MA, Remaggi G et al. Se-
rum free light chains and Oligoclonal Bands in pa-
tients with Multiple Myeloma and Autologous Bone
Marrow Transplantation. Clin Chem Lab Med.
2012;50(6):1093-1097.

Murata K, McCash S, Carroll B et al. Treatment of
multiple myeloma with monoclonal antibodies and
the dilemma of false positive M-spikes in peripheral
blood. Clin Biochem. 2018 Jan;51:66-71.

21.

22.

23.

Van de Donk NVD, Otten H, El Haddad O et al. In-
terference of daratumumab in monitoring multiple
myeloma patients using serum immunofixation elec-
trophoresis can be abrogated using the daratumumab
IFE reflex assay (DIRA). Clin Chem Lab Med. 2016
Jun 1;54(6):1105-9.

Dispenzieri A, Larson DR, Rajkumar SV et al. N-gly-
cosylation of monoclonal light chains on routine
MASS-FIX testing is a risk factor for MGUS progres-
sion. Leukemia. 2020 Oct;34(10):2749-2753.

Puig, ASCO 2020. TBS-MS to guide the optimal tim-
ing for BM MRD assessment?

Atribucién — No Comercial — Compartir Igual (by-nc-sa): No se permite un uso comercial de la obra original ni de las
posibles obras derivadas, la distribucion de las cuales se debe hacer con una licencia igual a la que regula la obra original.

Esta licencia no es una licencia libre.

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 63-73, 2022

73



