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Resumen

Las inmunoglobulinas intactas monoclonales con-
tienen epitopes de unioén Unicos entre las regiones
constantes de las cadenas pesadas y livianas que
son los blancos de reconocimiento para el ensayo de
pares especificos de cadena pesada/liviana Hevylite
(HLCQ). El ensayo Hevylite cuantifica los diferentes
tipos de cadena liviana de cada clase de inmunoglo-
bulina, por ej. IgGk, IgGA, IgAk, IgAA, IgMk and
IgM. Estas moléculas son medidas en pares, por
ej. IlgGk/IgGA para producir cocientes de la misma
manera en que lo hace el inmunoensayo de cadenas
livianas libres en suero (CLL), Freelite. Asi como
en Freelite, en Hevylite también se utilizan anticuer-
pos policlonales obtenidos en oveja como método
mas logrado de reconocimiento de las moléculas de
inmunoglobulinas polimorficas. Existen en teoria 4
regiones de epitopes en HLC por cada molécula de
inmunoglobulina (una a cada lado de cada region
constante de la unién cadena pesada/liviana. Mul-
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tiples epitopes de HLC activan la formacion de in-
munocomplejos, permitiendo que se produzca un
inmunoensayo homogéneo apto para ser medido por
turbidimetria. La aplicacion clinica principal de las
mediciones de Freelite y Hevylite estd orientada a
pacientes con gammapatias monoclonales.

En este articulo se presentard una breve revision del
uso de CLL y de Hevylite en MM y enfermedades
relacionadas, desde las pre-malignas como MGUS
y MM asintomatico hasta enfermedades malignas
sintomaticas como MM vy otras.

Abstract

Intact immunoglobulin molecules contain unique
junctional epitopes across the heavy chain and light
chain constant regions that are the target of heavy +
light chain isotype assays (Hevylite, HLC). HLC as-
says quantify the different light chain types of each
immunoglobulin class, i.e. [gGxk, IgGA, [gAx, IgAX,
IgMx and IgMA. These molecules are measured in
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pairs, e.g. IgGk/IgGA, to produce ratios in the same
manner as serum free light chain k/A ratios. As with
Freelite® sFLC immunoassays, polyclonal antibod-
ies raised in sheep provide the most attractive meth-
od of recognizing polymorphic immunoglobulin
molecules. There are theoretically four HLC epitope
regions per immunoglobulin molecule - one on each
side of each heavy/light chain contact region. Mul-
tiple HLC epitopes enable immune complexes to
form readily, allowing homogeneous immunoassays
to be produced that are suitable for turbidimeters.
The main clinical applications of serum free light
chain and Hevylite® measurements are for patients
with monoclonal gammopathies.

This article presents an overview of the use of sSFLC
and HLC measurements in MM and related disor-
ders; from pre-malignant MGUS and smoldering
multiple myeloma (SMM), to the symptomatic dis-
orders MM and others.

Introduccion

Las gammapatias monoclonales (GM) incluyen un
grupo de enfermedades caracterizadas por la ex-
pansion clonal de células plasmaticas que producen
inmunoglobulinas (Igs) de un tnico tipo de cadena
liviana y/o pesada en cantidades excesivas, denomi-
nadas paraproteina, proteina monoclonal o compo-
nente monoclonal.

Dentro de las GM se diferencian dos grupos princi-
pales, las GM premalignas o asintomaticas, como
la GM de significado incierto (GMSI o MGUS por
sus siglas en inglés) y el mieloma multiple asinto-
matico (MMA) y por otro lado, las GM malignas
como el mieloma multiple (MM), la leucemia de
células plasmaticas (LCP) o la amiloidosis primaria
(AL). Los sintomas asociados a una GM pueden ser
muy inespecificos y estar presentes también en otras
enfermedades no malignas. Sin embargo, las GM
comparten el hecho de que la medicion de la protei-
na monoclonal circulante es un parametro comin y
clave para su diagnostico, prondstico y seguimiento.
Las pruebas de laboratorio desempefian un papel
muy importante en las distintas etapas del manejo
clinico de los pacientes con GM, tanto en el apoyo
al diagnoéstico diferencial o de sospecha como en
el prondstico de su evolucion y en el monitoreo de
la respuesta al tratamiento. Ademas es importante
utilizar técnicas combinadas que se complementen
dado que la complejidad de la enfermedad y su na-
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turaleza intrinseca diseminada hacen que ninguna
técnica por si sola sea 100% eficaz en diagnosticar
la enfermedad.

En este articulo se abordara la utilidad y los usos
recomendados de dos inmunoensayos de alta sen-
sibilidad que permiten estudiar dos biomarcadores
cancerigenos con valor clinico independiente que
son el ensayo de cadenas livianas libres en suero
(Freelite®) y el ensayo de pares especificos de ca-
dena pesada/cadena liviana (Hevylite®).

Ensayo de cadenas livianas libres en suero
(Freelite®)

Freelite es un ensayo sensible formado por dos prue-
bas inmunodiagnosticas especificas para la identifi-
cacion de cadenas livianas libres k (CLLk) y cadena
liviana libre A (CLLA), permitiendo asi establecer el
cociente o relacion de CLL «/A y detectar posibles
alteraciones monoclonales”. En una poblacion sin
GM, es decir, policlonal en el reportorio de las cé-
lulas B, la proporcion de CLL « frente a las CLL A
se sitia entre 0.26 y 1,65 siendo este el rango que
se ha definido como el intervalo de normalidad y
que sirve de base para la identificacion de CLL mo-
noclonales®. El cociente de CLL /A funciona, por
lo tanto, como un marcador sensible de clonalidad.
Las cadenas livianas libres son moléculas altamente
polimorficas. Esta variabilidad se debe a que a nivel
genomico existen distintas variantes codificantes
tanto para la region variable como para la region
constante de kK y A. Como resultados de la variacion
génica se generan proteinas k y A heterogéneas en
un mismo individuo. A esta variabilidad se suman
luego otras que siguen diversificando la heteroge-
neidad, como la variabilidad alotipica e isotipica.
Como resultado de estas caracteristicas, cada indi-
viduo contara con un amplio repertorio de proteinas
K y A que, sumados a las cadenas pesadas forman-
do parte de los anticuerpos, generan el espectro de
heterogeneidad necesario para responder ante cual-
quier posible patdgeno durante la vida de un indivi-
duo. Por este motivo, los ensayos que detectan cade-
nas livianas libres en suero, necesariamente deben
asegurar contar con un reactivo de amplio rango de
deteccion de epitopes, de modo de poder identificar
y cuantificar cualquier variante de K y A que estén
asociadas al proceso de produccion monoclonal, tu-
moral. La composicion de Freelite, con anticuerpos
policlonales en su reactivo, garantiza el reconoci-
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miento de virtualmente 100% de las CLL que pue-
den ser producidas por las células plasmaéticas.

Ensayo de pares especificos de cadena pesada/ca-
dena liviana, (Hevylite®)

Hevylite es un ensayo in vitro cuantitativo que per-
mite medir concentraciones de pares especificos de
cadenas pesadas de inmunoglobulinas de tipo G, A
y M asociadas a las cadenas livianas x y A (HLC)®
en suero. Hevylite se basa en la utilizacion de anti-
cuerpos policlonales dirigidos a epitopes inicos en
la region de union entre las cadenas pesadas y livia-
nas de cada molécula de Ig, lo cual permite la cuan-
tificacion en valores absolutos de IgGxk, IgGA, IgAk,
IgAX, IgMx e IgMA por separado y también de sus
cocientes (HLC): IgGk/IgGA, IgAx/IgAA e IgMi/
IgMA. Al igual que ocurre en el ensayo Freelite, la
determinacion del cociente entre los diferentes pares
especificos es un marcador sensible de monoclona-
lidad. Asimismo, la cuantificacion de pares especi-
ficos de cadena pesada/liviana puede facilitar una
medicion mas precisa de las Igs monoclonales y no
monoclonales del mismo isotipo, particularmente re-
levante cuando el componente monoclonal sea difi-
cil de cuantificar en la electroforesis de proteinas en
suero debido a las limitaciones propias de la técnica
electroforéticas como problemas de co-migracion
con otras proteinas, baja concentracién de proteina
monoclonal (mielomas oligosecretores, en remision,
etc.), saturacion del gel por alta concentracion lo que
impide identificar reducciones de la paraproteina en
funcion de la respuesta a la terapia, por ejemplo.

Las guias internacionales recomiendan la electro-
foresis de proteinas en suero para cuantificar pro-
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teinas monoclonales. Sin embargo, las proteinas
monoclonales, como en el caso de muchos pacien-
tes con proteina monoclonal del tipo IgA, pueden a
menudo quedar enmascaradas por otras proteinas en
la region B del gel EPS, lo cual provoca una cuan-
tificacion inexacta. En estos casos se puede medir
la IgA total mediante nefelometria/ turbidimetria
pero ésta también incluira las inmunoglobulinas no
tumorales, por ello la medida de IgAx e IgAA por
separado dara una representacion mas exacta de la
produccion tumoral. Ademas de la medida de am-
bas, IgAk e IgAA, el calculo de la relacion IgAx/
IgAA y la comparacion con los valores encontrados
en individuos sanos pueden proporcionar una mayor
sensibilidad en la indicacion de la clonalidad. El uso
de la relacion IgAx/IgAA compensara también cual-
quier cambio en el volumen de plasma. Lo mismo se
aplica a los casos de IgG o IgM.

La cuantificacion directa de los pares especificos de
inmunoglobulinas (IgGk/IgGA, IgAx/IgAA e IgMk/
IgMA) permite cuantificar y tipificar el componen-
te monoclonal con una elevada sensibilidad (hasta
0,016 g/L) y sin interferencia por parte de otras pro-
teinas séricas normales. En ocasiones es complica-
do detectar la proteina monoclonal por las técnicas
de analisis tradicionales: electroforesis de proteinas
en suero (EPS) e inmunofijacion (IFE). Las técnicas
mas novedosas presentadas aqui permiten superar
las limitaciones de las técnicas tradicionales, supe-
rando sus inconvenientes y aportando informacion
clinica valiosa sin la necesidad de interpretaciones
subjetivas del operador, ya que ambas técnicas se
encuentran automatizadas, otorgando resultados ro-
bustos y confiables.

AR I, lgM& lTghis,

Figura 1. Epitopes y mediciones diferenciales ofrecidas por el ensayo Hevylite.
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Tabla 1. Valores normales sugerido para Hevylite y sensibilidad de medicion en el equipo Optilite

Suero normal adultos Percentil 95, rango Sensibilidad
IgG kappa (g/L) 4,03 -9,78 0,115 (g/L)
IgG lambda (g/L) 1,97 -5,71 0,075 (g/L)
Cociente IgGk/IgGA 0.98 —2,75
IgA kappa (g/L) 0,588 — 2,984 0,018 (g/L)
IgA lambda (g/L) 0,432 — 2,035 0,016 (g/L)
Cociente IgAK/IgAA 0,911 - 2,416
IgM kappa (g/L) 0,19-1,63 0,02 (g/L)
IgM lambda (g/L) 0,12 -1,01 0,018 (g/L)
Cociente [gMk/IgMA 1,18-2,74

Utilidad de Freelite® y Hevylite® en las gam-
mapatias monoclonales premalignas (GMSI/
MGUS)

Resultados de diferentes estudios indican que tanto
en la GMSI como en el MMA los ensayos de cade-
nas livianas libres en suero y de pares especificos
de cadena pesada/cadena liviana tienen utilidad para
mejorar la valoracion del riesgo de progresion de
estas discrasias a enfermedad maligna activa que
requiera tratamiento. Ademas, en el seguimiento
de estas entidades, los ensayos pueden ayudar en la
identificacion de los pacientes que se encuentren en
riesgo agregado de desarrollar afectacion renal®.
La estimacion del grado de riesgo de progresion
contribuye al mejor seguimiento de los pacientes
con GM, permitiendo por un lado tranquilizar al
paciente de bajo riesgo y por otro dedicar mas aten-
cion al seguimiento de los que presenten un riesgo
de progresion mas significativo.

Para todos los pacientes con diagnostico de GMSI,
el International Myeloma Working Group (IMWG)
recomienda realizar la estratificacion del riesgo ba-
sada en los siguientes factores.

a. Cociente CLL «/A alterado utilizando el ensayo
de CLL Freelite

b. Presencia de proteina monoclonal >15 g/L

c. Tipo de Ig monoclonal, IgA o IgM

En concreto, se ha observado que cerca de dos ter-
cios de las GMSI presentan un cociente CLL «/A
normal indicando baja actividad clonal y por lo tan-
to bajo riesgo de progresion. El plan de seguimiento
de los pacientes con GMSI puede ser ajustado en
funcion del grado de riesgo. Segin el IMWG, los
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pacientes GMSI de bajo riesgo, una vez confirma-
do el diagnoéstico a los 6 meses, se pueden seguir
con una menor frecuencia, cada 2 afios, mientras
que los demds deberan visitar al especialista cada
afio®. En 2012, la Clinica Mayo de USA publico
un estudio proponiendo un cuarto factor de riesgo
basado en HLC®y asociado a la inmunosupresion
del par Hevylite no involucrado (uHLC), o sea el
par policlonal no producido por el tumor. Un 25%
de los pacientes con GMSI que presentaban los tres
factores de riesgo del modelo clésico junto con una
supresion del par especifico no involucrado desarro-
116 MM o un trastorno maligno relacionado en el
trascurso de 2 afios. Por lo tanto, la supresion del
par uHLC afiadida al modelo de estratificacion del
riesgo del IMGW permite identificar un subgrupo
de pacientes con un riesgo aumentado de progresion
hacia enfermedad sintomatica.

En pacientes con MMA se ha demostrado también
que un cociente muy elevado de CLL en suero pue-
de servir como biomarcador de ultra alto riesgo de
transformacion maligna a corto plazo y, por lo tan-
to, para identificar pacientes en inminente riesgo de
progresion sintomatica”. Se ha mostrado que un co-
ciente inicial de CLL involucradas/no involucradas
>100 indica un 72% de probabilidad de progresion
de MMA a MM en los 2 afios posteriores al diagnos-
tico. Ademas si se impone un minimo de 100 mg/L
de componente monoclonal de CLL para estos pa-
cientes, la probabilidad de progresion sube a 82%
en el mismo periodo de tiempo. Por lo tanto, y en
funcion de otros estudios corroborativos, las guias
del IMWG de 2014 recomiendan que los pacientes
con >10% de células plasmaticas clonales en médu-
la 6sea y un cociente de CLL >100 con la CLL in-
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volucrada >100 mg/L sean considerados como MM
activo y que podrian beneficiarse del inicio precoz
del tratamiento®.

Utilidad de Freelite® y Hevylite® en las gam-
mapatias monoclonales malignas.

Ante la sospecha de un MM se recomienda realizar
la determinacion en suero de CLL (Freelite) junto

con la electroforesis de proteinas en suero, permi-
tiendo que los ensayos en orina sean utilizados de
manera mas selectiva como, por ejemplo, en una po-
sible amiloidosis AL. Diversos trabajos han demos-
trado la eficacia y utilidad del protocolo de EPS+-
CLL en la deteccion del componente monoclonal,
y dicha recomendacion también fue incluida en las
guias del IMWG y en las guias de la SAH.

Freelite y Hevylite en la gestion de las gammapatias monoclonales
junto con otras pruebas de laboratono vy evidencias clinicas)

Referencia establacida
para Frealite

Freelite y EFS

Positivo Megativo

Establecor reforencia sEWF para uElF para scspecha de
para Hevylite tipificacion amioldosis primaria (AL)
Proteina monocclonal Profeina monocional Unicamente cadenas bgeras ibres
obvia lifical e rrwsclie Cocente Froslite alerado
(=10g1 ] [<t0gn)
| Moriorzacion con Froelite Monitonzacson con Moniforacon oon
mis Hewylite / EPS o BCZ Henrylite v Frealite Freelite

Em respuesta completa (CR, por sus siglas en inglés)

Medicion del cociente Freelite

Monitorizacion con
Froelite

Madicion dal cocente Hewylite

Monitorizacion con

Hunvylite

Deteccion de enfermadad residual minima
[MGF, NGS, Imaging]

Figura 2. Algoritmo sugerido para la investigacion de proteinas monoclonales con Freelite y Hevylite.
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La evidencia ha demostrado que el andlisis de las
CLL en suero en el seguimiento de los pacientes es
un marcador sensible e independiente de la evolu-
cion de la enfermedad y, por ese motivo, esta reco-
mendado por las guias internacionales para el se-
guimiento de pacientes con MM y amiloidosis AL.
Ademas, el ensayo Hevylite en conjunto con Free-
lite permite optimizar este seguimiento pues aporta
mayor sensibilidad que las técnicas convencionales
en la deteccion de componente monoclonal, no su-
fre interferencia por parte de otras proteinas séricas
normales y aporta ademas informacion sobre la in-
munosupresion especifica del par de inmunoglobu-
lina no involucrado.

Hevylite permite el monitoreo cuantitativo de pro-
teinas monoclonales dificiles de medir como las que
migran en zona beta de la EPS o que se encuentran
en bajas concentraciones (<1 g/dL). Las guias de
manejo de pacientes con GM recomiendan la cuan-
tificacion de componentes monoclonales por EPS
aunque se reconozca sus limitaciones en determina-
dos tipos de componentes monoclonales. A pesar de
su uso extenso en los laboratorios clinicos, el pro-
ceso de cuantificacion del componente monoclonal
puede presentar elevados coeficientes de variabi-
lidad, ya sea debido al método de integracion del
pico monoclonal o por el patron de migracion de la
propia proteina (co-migracion, bandas difusas, mul-
tiples, etc.). En el caso de componentes monoclona-
les de tipo IgA esta problematica es mas frecuente,
recomendado que su seguimiento se realice prefe-
rentemente por métodos cuantitativos®. Desde el
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afio 2016 el ensayo Hevylite se encuentra incluido
en las recomendaciones del IMWG® como alterna-
tiva posible a la electroforesis cuando su resultado
genere dudas de interpretacion.

Identificacion de cambios clonales en la recaida
Los tipos de proteinas monoclonales detectados en
la recaida/progresion, pueden no ser exactamente
los mismos que los observados al diagnostico?. En
algunos pacientes puede que la recaida se produz-
ca solamente con cadenas livianas libres cuando al
diagnostico se podria detectar también inmunoglo-
bulinas completas (fenémeno conocido como esca-
pe de cadena liviana). La incidencia de este feno-
meno depende del isotipo original. Zamarin y cols.
observaron que:

1. Los pacientes con produccion exclusiva de CLL al
diagnostico no mostraron cambios a la recaida en
cuanto a su produccién de proteina monoclonal.

2. E1 68% de los pacientes con produccion simulta-
nea de CLL e Ig intacta al diagnostico cambiaron
su tipo de componente monoclonal en la recaida.

3. E1 17% de los pacientes con produccion exclusi-
va de Ig intacta al diagnostico cambi6 su tipo de
componente monoclonal.

4. En el total de la poblacion estudiada, el 44% de
los pacientes cambi6 su tipo de componente mo-
noclonal en la recaida de la enfermedad.

Estos cambios clonales destacan la importancia de
utilizar técnicas complementarias como Freelite y
Hevylite con el fin de garantizar que el seguimien-

Proteinas monochonales al diagnostco

m——
o0&

En la recaida

CLL + g
LALL sola
I3 Intacta Sola

niacia

B3k

Figura 3. Patrones de expresion de proteina monoclonal al diagndstico y a la recaida. Adaptado de (.
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to del paciente sea el mas idéneo, minimizando el
riesgo de que pueda pasar inadvertido un posible
aumento de componente monoclonal producto de
un cambio en el patrén de expresion de la proteina
monoclonal en la evolucion del paciente.

Pacientes tratados con farmacos basados en anti-
cuerpos monoclonales (AcMo)

El uso de anticuerpos monoclonales IgGkx humanos
en un paciente con MM IgGxk puede resultar en una
proteina monoclonal detectable en sangre periférica
que puede malinterpretarse como enfermedad resi-
dual en una evaluacién de la respuesta (es decir, dar
falsos positivos para enfermedad residual). Murata
y cols.!" han evaluado el efecto del tratamiento de
MM con varios AcMo y el dilema de los picos M
falsos positivos a partir de la interpretacion de los
resultados generados por EPS e IFE y por la deter-
minacion de CLL o de HLC en el suero. Los AcMo
se anadieron directamente a muestras de sueros nor-
males (no mielomas) y también en dos muestras de
pacientes con MM IgGk (uno en respuesta completa
y el otro con pico monoclonal visible en la EPS). Se
observo que tanto la EPS como la IFE se volvieron
“positivas”, presentando bandas monoclonales visi-
bles y cuantificables, mientras que con Freelite se
mantuvo la interpretacion clinica de los resultados.
Con Hevylite, aunque se observo un aumento de la
concentracion de IgGxk, se mantuvo la informacion
clinica aportada por el cociente HLC (IgGk/IgGM).
Se concluy6 que mediante el uso de las técnicas de
laboratorio mas especificas y sensibles, de deteccion
directa y cuantitativa de las proteinas de interés, tan-
to de las CLL como de los pares especificos de ca-
dena pesada/cadena liviana, no sufren alteraciones
significativas en la interpretacion clinica.

Recomendaciones en guias internacionales
Desde hace mas de una década, distintos organis-
mos internacionales enfocados en las discrasias de
células plasmaticas han recomendado el uso de los
ensayos de cadena liviana libre en suero en distintas
etapas del manejo del paciente con MM y enferme-
dades afines y en los ultimos afios han extendido
algunas recomendaciones sobre el uso de Hevylite
para estos pacientes:

* International Myeloma Working Group consensus
criteria for response and minimal residual disease

HEMATOLOGIA * Volumen 23 N°3: 51-38, 2019

assessment in multiple myeloma. Kumar S et al.
Lancet Oncol 2016; 17:€328-462016. Menciona
a Hevylite como una herramienta util en los pa-
cientes con enfermedad oligosecretora, ya que
puede superar las limitaciones de las EPS cuando
se realiza el monitoreo del paciente en terapia, so-
bre todo para los pacientes con MM IgA. También
resalta su utilidad para la evaluacion de la enfer-
medad minina residual, como paso previo a inves-
tigaciones de mayor sensibilidad.
* International Myeloma Working Group 2014 Up-
dated criteria for the diagnosis of multiple mye-
loma. Rajkumar et al. Lancet Oncology 2014;
15:538-548. Sugiere la utilizacion de biomarcado-
res para MM, entre ellos, las CLL en suero.
International Myeloma Working Group recom-
mendations for global myeloma care. Ludwig H
et al. Leukemia 2014; 28:981-992.
* Monoclonal gammopathy of undetermined signi-
ficance (MGUS) and smoldering (asymptomatic)
multiple myeloma: IMWG consensus perspecti-
ves risk factors for progression and guidelines for
monitoring and management. Kyle RA et al. Leu-
kemia 2010; 24:1121-1127.
International Myeloma Working Group guideli-
nes for serum-free light chain analysis in multiple
myeloma and related disorders. Dispenzieri A et
al. Leukemia 2009; 23:215-224. Incorpora la me-
dicion de CLL como prueba recomendada y com-
plementaria a SPE/IFE en el diagnéstico de MM y
enfermedades afines.
International uniform response criteria for multi-
ple myeloma. Durie BGM et al. Leukemia 2006;
20:1467-1473. Incorpora la medicion de CLL
como parametro a considerar para la evaluacion
de la respuesta completa estricta.

Conclusiones

* El desarrollo de técnicas especificas, sensibles,
que permitan no sélo detectar sino también cuan-
tificar en forma eficiente las proteinas monoclo-
nales marcan un avance significativo para el labo-
ratorio de proteinas que brinda apoyo durante el
diagndstico, prondstico y seguimiento del pacien-
te con MM y GM.

* En el momento del diagnostico de MGUS/MMA,
Freelite y Hevylite mejoran la estimacion del ries-
go de progresion ya que ofrecen un valor pronos-
tico independiente.
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* Durante el seguimiento de pacientes con MGUS/
MMA, Freelite y Hevylite pueden ayudar a iden-
tificar a los pacientes que estan en riesgo de pro-
gresion inminente a condicion maligna. En el se-
guimiento de los pacientes con MM en terapia, la
cuantificacion de sus proteinas monoclonales con
Freelite y Hevylite permite hacer un seguimiento
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eficiente, sensible, aportando informacion adicio-
nal a las técnicas tradicionales, identificando re-
caidas en forma temprana y/o evaluando la pre-
sencia de enfermedad residual. Han sido sugeridas
como pruebas “pasaporte” a la evaluacion de la
enfermedad minima residual con técnicas de alta
complejidad.
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