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RESUMEN

Las gammapatias monoclonales y otros trastornos de células plasmaticas
son enfermedades que involucran la proliferacion anormal de células
plasmaticas y la produccion de inmunoglobulinas clonales.
Histéricamente, el diagnéstico y seguimiento de estas condiciones han

dependido de técnicas como la electroforesis de proteinas y la



inmunofijacién, que identifican y caracterizan las proteinas monoclonales
generadas por estas células.

En los ultimos anos, la espectrometria de masas se ha posicionado como
una tecnologia clave en este campo. Esta herramienta avanzada ofrece
una capacidad sin precedentes para detectar, identificar, cuantificar e
isotipar proteinas monoclonales de manera precisa y temprana con una
mayor sensibilidad y especificidad. Esto no solo mejora el diagndstico
inicial, sino que también facilita una monitorizacién continua y mas

efectiva de la progresion de la enfermedad.

Palabras clave: Gammapatias monoclonales. Macroglobulinemia de
Waldenstrom. amiloidosis de cadenas ligeras. Proteina monoclonal.

Espectrometria de masas.

ABSTRACT

Monoclonal gammopathies and other plasma cell disorders are diseases
involving the abnormal proliferation of plasma cells and the production of
clonal immunoglobulins. Historically, the diagnosis and monitoring of
these conditions have relied on techniques such as protein electrophoresis
and immunofixation, which identify and characterize the monoclonal
proteins produced by these cells.

In recent years, mass spectrometry has emerged as a key technology in
this field. This advanced tool offers unprecedented capability to detect,
identify, quantify, and determine the isotype of monoclonal proteins
accurately and early, with increased sensitivity and specificity. This not
only enhances initial diagnosis but also facilitates continuous and more

effective monitoring of disease progression.

Keywords: Monoclonal gammopathies. Waldenstrom's
macroglobulinemia. Light chain amyloidosis. Monoclonal protein. Mass

spectrometry.



INTRODUCCION

En un sistema inmune sano, las células plasmaticas de la médula ésea
producen diferentes tipos de inmunoglobulinas (lg) (Fig. 1) durante su
proceso de maduracién. Estas Ig, que desempefian un papel crucial en la
defensa del organismo, se producen en una cantidad cuidadosamente
regulada para evitar que un tipo especifico domine sobre los demas (1).
En enfermedades como el mieloma mudltiple (MM) y sus etapas
precursoras (gammapatias monoclonales de significado incierto [GMSI] y
mieloma multiple quiescente o asintoméatico [MMq]), una linea de células
plasmaticas produce una cantidad excesiva de una Ig especifica. Esta Ig
monoclonal adicional se conoce como proteina monoclonal (PM) o
paraproteina. En la mayoria de los pacientes, esta PM es una Ig completa
(ya sea IgG, IgA, IgM, IgD o, rara vez, IgE), aunque algunos solo producen
la cadena ligera libre (CLL), y otros no producen ningun componente de Ig
(mieloma no secretor) (1).

Ademas, otras enfermedades como la enfermedad de Waldenstrém (MW)
y la amiloidosis de cadenas ligeras (AL) pueden generar la produccion de
PM anormales, aunque con caracteristicas clinicas y patolégicas distintas.
La figura 2 ofrece una representacion visual integrada de la incidencia de
estas enfermedades, junto con las principales gammapatias

monoclonales.

Gammapatias monoclonales

La GMSI y el MMq son etapas previas al MM, consideradas premalignas
porque no muestran sintomas atribuibles a la PM y por preceder la
mayoria de los casos de MM hasta 8 afos antes.

La GMSI, que generalmente se detecta de manera incidental durante el
analisis de laboratorio, es relativamente comudn con una prevalencia del
3 % al 4 % en la poblaciéon caucasica mayor de 50 ahos. Se define por la
presencia de una PM de menos de 30 g/L y menos del 10 % de células
plasmaticas monoclonales en la médula 6sea, si se realiza la biopsia
(Tabla ).



El MMqg se considera una etapa intermedia entre GMSI y MM,
caracterizada por una mayor cantidad de células plasmaticas en la
meédula ésea (= 10 %) y/o una mayor concentracién de PM en el suero
(= 30 g/L), pero sin sintomas de MM (Tabla I). El riesgo de progresiéon a
MM es mayor al de las GMSI, aproximadamente un 10 % por aho en los
primeros 5 afios después del diagndstico.

El MM es la enfermedad maligna de células plasmaticas mas frecuente y
la segunda neoplasia hematolégica mas prevalente después del linfoma
no Hodgkin. Se desarrolla principalmente en personas mayores, con una
edad promedio de diagndstico de 69 afos, siendo poco comun en
individuos menores de 40 afos. Las células del mieloma residen en la
médula 6sea, donde pueden causar lesiones déseas y suprimir otras
células. Sin embargo, la alta proporcién de células plasmaticas en la
médula ésea no es suficiente para diagnosticar el MM por si solo, pues su
diagnostico se basa en la presencia de sintomas clinicos y hallazgos
patoldgicos, como elevacidén del calcio sérico, insuficiencia renal, anemia y

lesiones dseas liticas encapsulados bajo el acronimo CRAB (4) (Tabla I).

Macroglobulinemia de Waldenstrom

La MW se clasifica dentro de los linfomas B indolentes y se caracteriza por
la infiltracion de la médula ésea por linfoma linfoplasmocitico, asi como
por la presencia de una PM IgM en el suero. Esta condicién se manifiesta
con sintomas relacionados tanto con la infiltracién linfomatosa, como la
anemia o el agrandamiento de ganglios linfaticos, asi como sintomas
asociados a la proteina IgM, tales como neuropatia, hemodlisis o
hiperviscosidad (5) (Tabla I).

Amiloidosis

La amiloidosis constituye un grupo de trastornos caracterizados por la
deposicién de fibrillas insolubles derivadas de proteinas mal plegadas en
el espacio extracelular de varios 6rganos con la propiedad histoldgica
patognomoénica de birrefringencia verde cuando se observan bajo luz

polarizada cruzada después de la tincion con rojo Congo (3). Aunque la



amiloidosis puede afectar varios 6rganos y tejidos como rifiones, sistema
nervioso, higado y tracto gastrointestinal, el corazén es uno de los
6rganos mas afectados por la deposicién de fibrillas, y la implicacién
cardiaca es el principal determinante de la supervivencia (Tabla I).

De entre los distintos tipos de amiloidosis, la AL es una enfermedad
sistémica causada por la deposicion anémala de CLL de inmunoglobulinas
(Igs) monoclonales (6). En la AL, el clon de células plasmaticas tiende a
ser menos proliferativo y a secretar predominantemente, aunque no
exclusivamente, CLL del tipo lambda. La incidencia de |la AL es baja, de 1
a 2casos por millén, con una edad de inicio mas temprana en
comparacion con el MM. Aunque suelen presentarse de manera
independiente, aproximadamente el 10 % de los casos de AL pueden

coexistir con MM (3).

DIAGNOSTICO Y SEGUIMIENTO EN EL LABORATORIO CLINICO

El diagndstico y el seguimiento de las gammapatias monoclonales han
sido histéricamente abordados mediante métodos tradicionales como la
electroforesis de proteinas séricas (SPEP, por sus siglas en inglés) e
inmunofijacion (IFE, por su sigla en inglés) en suero, la medicién de CLL en
suero y la cuantificacion de Igs totales. Sin embargo, el avance
tecnoldgico ha llevado al desarrollo de nuevas metodologias, con la
espectrometria de masas emergiendo como una poderosa alternativa.
Este enfoque innovador ofrece ventajas significativas en términos de
sensibilidad y especificidad, prometiendo una mejora sustancial en la
deteccién temprana, la monitorizacién y la caracterizacion detallada de

estas condiciones.

METODOS TRADICIONALES

Como pruebas individuales, las CLL, la SPEP y la IFE pueden detectar el
74 %, 79% y 87 % de las Igs monoclonales, respectivamente. Sin
embargo, al combinar las tres pruebas, la capacidad diagndstica se eleva

significativamente, detectando hasta el 98,6 % de las PM (4).



Electroforesis de proteinas e inmunofijacion

La SPEP ha sido una prueba de deteccién tradicional y confiable para la
deteccién de proteina monoclonal (PM) desde sus primeros usos en la
década de 1930 (7). La SPEP normal resulta en una amplia banda
gaussiana en la regién catddica gamma, indicativa de la presencia de
diversas Igs debido a los miles de clones de Ig secretados por las células
plasmaticas normales. En el MM y sus etapas precursoras, la PM se puede
distinguir como un pico elevado sobre el fondo policlonal gaussiano en el
patron de migracion de la electroforesis (1) (Fig. 3).

La SPEP puede realizarse utilizando gel de agarosa o electroforesis capilar.
La cuantificacion se logra mediante la integracion del pico de la PM en el
electroferograma. Actualmente, se utilizan dos métodos: corte
perpendicular y corte tangencial (8). Sin embargo, el método mas
aceptado por los laboratorios sigue siendo el corte perpendicular (9).

La mayoria de las PM migran en la region gamma, por lo que la medicién
del pico mediante corte perpendicular captura necesariamente Igs
policlonales que estan presentes en la misma posicién. En el momento del
diagnéstico de MM, el pico de PM suele ir acompafado de la supresién de
las Igs policlonales normales, lo que hace que la medicién utilizando esta
técnica sea lo suficientemente precisa y reproducible como para
proporcionar una medida util de la carga tumoral. Sin embargo, en el caso
de PM de tamafo pequeio o moderado, como las que se encuentran en la
mayoria de los pacientes con GMSI, o al sequir la respuesta a la terapia en
pacientes con MM, la presencia de Igs policlonales que comigran crea una
sobreestimacién significativa (10).

Otro desafio importante surge cuando las PM no migran en la fraccién
gamma y comigran con otras proteinas como transferrina, B-lipoproteina y
C3 hacia la regién anddica. Este problema afecta principalmente a la IgA,
que migra tipicamente en la regién B hasta en un 30 % de los casos (11).
Sin embargo, otros isotipos ocasionalmente migran en las regiones B o a.
Aunque este fendmeno rara vez obstaculiza el diagnéstico, puede
plantear dificultades al intentar seqguir el pico a lo largo del tiempo como

indicador de la carga de la enfermedad o la respuesta al tratamiento (12).



Reconociendo estos problemas, las pautas del International Myeloma
Working Group (IMWG) de 2014 recomiendan medir la IgA total en lugar
del pico de PM para sequir a los pacientes con proteinas de este isotipo
gue migran en la regién B (13). Otra alternativa es la medicién
nefelométrica de los pares de cadenas pesadas/ligeras para IgA (IgA
kappa por separado de IgA lambda), que Katzmann y cols. han
demostrado proporcionar resultados superiores a la combinacién de SPEP,
IFE y la cuantificacién de IgA total (14).

Cuando se sospecha la presencia de un pico en una SPEP, el
procedimiento estandar es confirmar que la anomalia corresponde con
una PM. Durante muchos anos, la IFE en suero ha sido el estandar de oro
para confirmar y caracterizar la deteccién inicial (7). La IFE mejora la
sensibilidad de la SPEP aproximadamente 10 veces (de un limite de
deteccion de 1,0 g/L en la SPEP a aproximadamente 0,1 g/L en la IFE); por
lo tanto, una SPEP negativa o inconclusa deberia ser seguida por una IFE
si hay un alto indice de sospecha de MM o una enfermedad de células
plasmaticas relacionada. Aungue la IFE puede determinar el isotipo de la
PM, no debe usarse para su cuantificacién (12).

En la practica actual, la IFE suele realizarse con antisueros para IgG, IgA,
IgM, kappa total y lambda total. Si se visualiza una CLL monoclonal sin
una cadena pesada correspondiente, se debe realizar un gel de
inmunofijacién adicional con antisueros para identificar la posible
presencia de cadenas pesadas de IgD o, muy raramente, IgE.

Tanto la electroforesis de proteinas en orina (UPEP) como la IFE en orina
son herramientas Utiles para identificar la presencia de proteinuria de
Bence-Jones, es decir, CLL de una Ig monoclonal filtradas en el rifidén. Una
recoleccién de orina de 24 horas permite la cuantificacion tanto de la
albumina como de la PM que ha sido eliminada rapidamente por los
rinones. Sin embargo, el uso de ensayos de CLL séricas ha reducido la
necesidad de ensayos electroforéticos de orina para la detecciéon y
cuantificacion de cadenas ligeras monoclonales cuando se sospecha de
MM (11). El Grupo de Trabajo Internacional sobre Mieloma Multiple (IMWG)

ahora sugiere usar CLL séricas como parte de los criterios de screening,



en combinacién con la SPEP e IFE en suero, en lugar de la UPEP y la IFE en
orina si se sospechan gammapatias monoclonales distintas de la AL. En
consecuencia, la solicitud de pruebas de orina se ha vuelto en gran
medida innecesaria en la mayoria de los casos de mieloma multiple, salvo
en situaciones especificas como la deteccién de proteinuria de Bence-
Jones o casos de “escape de cadenas ligeras”.

Cadenas ligeras libres en suero

A principios de la década de los 2000 se desarrollé un ensayo que media
las CLL de Ig en suero. Los anticuerpos policlonales reaccionan solo con
aquellos epitopos que estan ocultos cuando estan unidos a la cadena
pesada pero gue estan disponibles cuando no estan asociados con la
cadena pesada. Este ensayo ha pasado a la practica clinica basado en la
creciente evidencia de su utilidad, aunque existen limitaciones técnicas
de la prueba que hacen que su uso como medicidn seriada pueda ser
problematico, incluyendo: variacion de lote a lote e imprecision del
ensayo (15).

Para el diagnéstico, se recomienda cuantificar tanto las concentraciones
de CLL kappa y lambda y usar su relacién para detectar sintesis
desequilibrada de cadenas ligeras. Aunque la tasa de sintesis de kappa a
lambda es aproximadamente de 1,8:1, la eliminacion rapida de CLL kappa
desplaza la mediana de la relacién CLL kappa/lambda a 0,9 (0,26-1,65).
Se han detectado relaciones anormales de CLL séricas en el 100 % de los
pacientes con MM de cadenas ligeras, en el 80 %-95 % de los pacientes
con AL y en el 60 %-70 % de los pacientes con MM no secretor. Las
relaciones anormales de CLL sérico se han detectado en el 90-95 % de los
MM de Ig intacta y en el 40 % de los MGUS.

Inmunoglobulinas totales

Tanto la nefelometria como la turbidimetria utilizan la formaciéon de
complejos inmunes anticuerpo-antigeno para medir las concentraciones
de Igs. Estos métodos miden tanto Igs monoclonales como policlonales,

por lo tanto, su uso diagndstico para la identificacién de PM no se



recomienda. Sin embargo, la cuantificacién de Igs es mas util que la SPEP

para la detecciéon de hipogammaglobulinemia (11).

METODOS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

La sensibilidad de las metodologias tradicionales es limitada (15). Gracias
a los avances en el tratamiento de los trastornos de células plasmaticas,
mas pacientes estan logrando negatividad seroldgica con estas técnicas.
Sin embargo, los resultados para quienes alcanzan la respuesta completa
son variados y la mayoria recae eventualmente.

Se han realizado importantes esfuerzos en desarrollar pruebas mas
sensibles basadas en médula 6sea para detectar la enfermedad minima
residual (MRD, por sus siglas en inglés). Estas pruebas pueden identificar
una célula neoplasica entre 100000 y 1000000 células y han
demostrado tener valor prondstico (16). Por esta razén, fueron
incorporadas en los criterios actualizados de la IMWG para la evaluacion
de la respuesta y la MRD en el mieloma en 2016 (17). Los pacientes con
negatividad sostenida de MRD tienen una supervivencia libre de
progresién mas prolongada que aquellos que experimentan la reaparicion
de positividad de MRD dentro de 12 a 24 meses (18).

Sin embargo, su aplicacién en la practica clinica es limitada debido al alto
costo y la necesidad de experiencia especializada. Ademas, las
evaluaciones de médula ésea son procedimientos invasivos y dolorosos, y
no pueden medir la respuesta de la enfermedad extramedular, presente
en el 2,4 %-20 % de los pacientes con MM (19).

Por lo tanto, se ha llevado a cabo una extensa investigaciéon para
identificar formas mas sensibles, no invasivas y practicas de monitorizar
las respuestas terapéuticas en sangre periférica. Los ensayos de
espectrometria de masas (EM) estan emergiendo como un método
potencialmente adecuado. Se han desarrollado diversas metodologias que
obtienen diferentes rendimientos analiticos y consideraciones practicas

respecto a su idoneidad potencial como reemplazo de las técnicas



electroforéticas (Fig. 4). En todos los casos se realiza un proceso de
enriquecimiento inmunolégico previo al analisis para purificar las Igs vy
eliminar las proteinas no relacionadas, mejorando asi la sensibilidad (20).
Los enfoques principales en EM se dividen en dos categorias: bottom-up 'y
top-down. El enfoque bottom-up implica la digestidon proteolitica de las
inmunoglobulinas en fragmentos mas pequefios (péptidos) antes de la
identificacion por EM. Por otro lado, el enfoque top-down analiza las
proteinas intactas sin digestidn previa, permitiendo una caracterizacion
mas directa de variantes y modificaciones postraduccionales. Ambas
estrategias tienen aplicaciones en la caracterizacién y monitorizacién de
PM.

Enfoque del péptido clonotipico

El enfoque del péptido clonotipico se basa en la identificacion de péptidos
especificos de la regién determinante de complementariedad (CDR) de la
lg, que son Unicos para la PM de cada paciente. Para ello, las Igs
purificadas se digieren proteoliticamente con tripsina para generar
fragmentos mas pequefos. Los péptidos resultantes de la digestiéon se
secuencian para identificar aquellos que son Unicos, llamados péptidos
clonotipicos, y que presentan sustituciones unicas de aminoacidos.

En todos los estudios realizados utilizando este enfoque de péptido
clonotipico, se detectaron PM asociadas a la enfermedad en el suero de
pacientes tratados con MM, que no fueron detectadas por técnicas
electroforéticas tradicionales (21). Con esta técnica, es posible detectar
PM incluso cuando no se expresan por encima del fondo policlonal, por lo
gue este método podria ser el mas sensible (1). Estos resultados sugieren
que el método de péptido clonotipico podria ser una metodologia viable
para la MRD (21) y para eliminar interferencias de las terapias con
anticuerpos monoclonales (t-mAb, por sus siglas en inglés) (22).

La seleccion de los péptidos de CDR adecuados para cada paciente con
MM es un proceso relativamente sofisticado y que actualmente lleva de 4
a 5 semanas (23). Ademads, es necesario identificar y verificar un péptido

Unico de la regién CDR de la PM, lo cual puede ser complicado y, en



algunos casos, imposible, especialmente cuando las concentraciones de la
PM son bajas (2). Esto, junto con los posibles reordenamientos de CDR,
justifican la dificultad de su implementaciéon en laboratorios clinicos
rutinarios, incluso aunque se trate de un método analiticamente sensible
(24). Ademas, la complejidad general del método y su largo tiempo
preanalitico hacen que este enfoque sea poco practico como método de
cribado para PM (20).

Enfoque de cadena ligera intacta de inmunoglobulina

Un segundo enfoque para detectar PM utiliza el método de cadena ligera
(CL) intacta, en el cual las moléculas de Ig se reducen quimicamente en
cadenas pesadas y ligeras. Se analiza la distribucién de masa de las CL
para identificar la presencia de PM, las cuales se presentan como picos en
la distribucion masa/carga de las CL, similar a las detecciones
electroforéticas. (2).

El desarrollo inicial del método de CL intacta, denominado mediciones
rapidas y precisas de masa de Ig monoclonal (miRAMM, de sus siglas en
inglés), se centré6 en enriquecer inmunoglobulinas mediante reduccién
quimica, seguido de cromatografia liquida con ionizacién por electrospray
y EM de tiempo de vuelo (TOF) en cuadrupolo. A diferencia de la
electroforesis, la distribucion masa/carga de las CL produce dos
distribuciones amplias y distintas: una para kappa y otra para lambda, lo
cual mejora la especificidad del enfoque.

Utilizando miRAMM, el limite de deteccién de la PM se mejora en
comparacion con la electroforesis, y la masa molecular precisa de la CL de
la PM (medida dentro de 1 Da) podria utilizarse como biomarcador
personalizado para el seguimiento de la enfermedad a lo largo de los afos
tanto en suero como en orina (25). Sin embargo, el método miRAMM
también requiere equipos costosos y mayor experiencia para ejecutar las
muestras (20). Aunque este método mejoré significativamente el tiempo
analitico en comparacién con el método de péptidos clonotipicos, los
tiempos de analisis de 20 minutos no son adecuados para el volumen de

pruebas para el cribado de PM (1).



Para abordar estas limitaciones, se modific6 el método mMiRAMM
eliminando la cromatografia 'y sustituyéndola por EM con
desorcién/ionizacion por laser asistida por matriz (MALDI)-TOF. El ensayo
utiliza cinco enriguecimientos inmunoldgicos separados de Igs séricas
para IgG, IgA, IgM, kappa y lambda. Después de la eluciéon y reduccién de
cada enriguecimiento en cadenas pesadas y ligeras, estas se dispensan
en una placa de acero inoxidable junto con una matriz para su posterior
ionizacion con laser. El tiempo de analisis es bastante rapido, y los
resultados se pueden obtener en 20 segundos para cada paciente. Los
graficos resultantes muestran las distribuciones masa/carga de los
aislados de kappa y lambda (26).

En un paciente sano, las distribuciones masa/carga de lambda son
cercanas a las gaussianas (Fig. 5A), mientras que las distribuciones
masa/carga de kappa consisten en dos distribuciones gaussianas (Fig.
5B). En un paciente con una PM, se puede observar un pico en la
distribucion masa/carga de las CL. Al examinar los cinco espectros, se
puede determinar el isotipo de la PM (1). Ademas, los enriquecimientos
inmunoldgicos también eliminan proteinas interferentes como las
proteinas B-migrantes y el fibrindgeno, que han dificultado la deteccion de
PM mediante técnicas electroforéticas (2). Cuando se combina con la
cuantificacion de las Ig, el ensayo Mass-Fix puede ademas cuantificar
simultdaneamente la PM (27). Esto se logra mediante un algoritmo
matematico que descarta el fondo policlonal de la cuantificacién, lo que lo
hace mas preciso que las técnicas convencionales que utilizan cortes
rectos.

MASS-FIX es el ensayo desarrollado por la Clinica Mayo que ha
reemplazado la SPEP e IFE sérica en su laboratorio clinico, tras la
aprobaciéon de su uso en lugar de la IFE por el IMWG (28). Sin embargo,
EXENT/QIP-MS es el primer ensayo comercial desarrollado por The Binding
Site Ltd (20).

Beneficios de la espectrometria de masas

Eficiencia



Los métodos actuales de SPEP e IFE son relativamente menos
automatizados en comparacién con otras pruebas de laboratorio. El
ensayo MALDI-TOF, con su rapido tiempo de analisis, ofrece la posibilidad
a los laboratorios clinicos de aumentar el numero de resultados de
pacientes por técnico de laboratorio (1). Un solo usuario puede procesar
320 muestras en un turno de 8 horas, algo impensable de asumir
realizando SPEP e IFE, y que posibilita un 30 % mas de cantidad de
muestras/técnico/dia (29). Ademas, el proceso mantiene una trazabilidad
de las muestras, reduce el pipeteo manual, permite un seguimiento digital
y mejora significativamente el tiempo de respuesta (30).

Sin embargo, se necesita un esfuerzo significativo para integrar el ensayo
en el Sistema de Informacién del Laboratorio, desarrollar un software,
adquirir los equipos necesarios y capacitar a los técnicos de laboratorio

para interpretar los resultados (1).

Sensibilidad y especificidad

Las evaluaciones intra e interensayo de la sensibilidad analitica y la
precision de la cuantificacién de PM utilizando los ensayos MALDI-TOF
(espectrometria de masas con ionizacion por desorcién laser asistida por
matriz y analizador de tiempo de vuelo) han demostrado que las PM
pueden ser identificadas y cuantificadas con precisidon hasta niveles de
0,05 a 0,1 g/L (31), significativamente mas bajos que los alcanzados por
técnicas tradicionales como SPEP, que tiene un limite inferior de deteccion
de aproximadamente 10 g/L (32). MALDI-TOF ha demostrado tener una
sensibilidad analitica y clinica superior en comparacion con SPEP e IFE y
una sensibilidad clinica comparable a un panel de PEL/IFE/FLC (33). Estas
propiedades hacen que MALDI-TOF sea adecuado para su uso en
laboratorios clinicos de rutina (20).

Giles y cols. (34) utilizaron MALDI-TOF MS para reexaminar a pacientes
con MM no secretor. El estudio encontré que el 91 % de los casos
clasificados como mieloma multiple no secretor mediante pruebas
tradicionales tenian una PM detectable por MALDI-TOF, indicando que la

mayoria de los pacientes actualmente descritos como MM no secretor



tienen una secrecidon de PM de bajo nivel en lugar de una no produccion.
Los ensayos de MS deberian permitir que una proporcién significativa de
pacientes con esta condicién se definan como pacientes con enfermedad
medible mediante MS, lo que llevaria a una mejor monitorizaciéon de la
enfermedad.

Uno de los beneficios de usar EM sobre la SPEP e IFE en suero es la
capacidad de determinar una caracteristica fundamental de la PM, su
masa de CL, que permite una descripcién mas especifica de la PM que la
disponible actualmente. Por lo tanto, en pruebas de seguimiento o si el
paciente es examinado en otro laboratorio, la deteccién de la PM se puede
realizar de manera mas especifica (1).

Aunque es posible que las distribuciones masa/carga de la PM y del t-mAb
se superpongan, los estudios han revelado que aproximadamente el 85 %
de las veces esta interferencia puede resolverse mediante MALDI-TOF
(35). El uso del método miRAMM, de mayor resoluciéon, ha sido capaz de
resolver todos los casos que se han probado (36,37). Sin embargo, los
meétodos actuales para eliminar la interferencia del t-mAb en la IFE
requieren el uso de un anticuerpo anti-t-mAb (38). Asi, para cada nuevo t-
MADb se necesita crear un anti-t-mAb. No obstante, usando EM, a medida
que se disponen de nuevos t-mAb para el tratamiento, los laboratorios
pueden identificar la masa de la CL del t-mAb basandose en su peso
molecular Unico, lo que facilita su identificacion en funcion de su relacién

masa/carga (39).

Nuevos marcadores de riesgo

Los ensayos MALDI-TOF han revelado caracteristicas estructurales de las
PM que no se habian apreciado anteriormente utilizando técnicas
electroforéticas. En particular, se encontraron PM con CL que tenian su
masa fuera del rango esperado. Estas CL presentaban N-glicosilacion (40).
Se encontré que los pacientes con glicosilacién de CL de IgG e IgA tenian
un mayor riesgo de desarrollar trastornos de células plasmaticas,

especialmente AL, en comparacidon con los pacientes sin glicosilacién de



CL (41) (Fig. 6). Los pacientes con glicosilacion de CL de IgM presentaban
un riesgo de desarrollar enfermedad de aglutininas frias (42,43).

Rol en la enfermedad minima residual

La EM esta ganando relevancia como método para la evaluacién de la
MRD en sangre periférica, ofreciendo una alternativa menos invasiva en
comparacién con las pruebas tradicionales de médula ésea. Mientras gque
la secuenciacion de ultima generacion (NGS) y la citometria de flujo
multiparamétrica (NGF) son los métodos recomendados por el IMWG para
el seguimiento de la MRD en médula 6sea (17), estudios recientes
sugieren que la EM en suero puede ofrecer una sensibilidad comparable.
Derman y cols. demostraron una alta correlacién entre la deteccion de la
MRD en sangre periférica mediante EM y la deteccion en médula dsea
utilizando NGS y NGF (44). Ademas, Woodruff y cols. compararon la EM
con NGS y NGF, destacando que, aunque estas técnicas tradicionales
siguen siendo fundamentales para la evaluacién en médula 6sea, la EM en
sangre periférica ha demostrado detectar la presencia de enfermedad en
pacientes que previamente eran negativos en las pruebas de médula ésea
(45)

Otros estudios y ensayos clinicos han mostrado que la EM es capaz de
detectar niveles muy bajos de PM, con sensibilidades comparables a las
técnicas de médula ésea (46). Sin embargo, comparar las respectivas
sensibilidades de los métodos de EM con las pruebas de médula ésea no
es sencillo porque estos ultimos calculan la sensibilidad en términos del
numero de células plasmaticas por evento.

Ademads, usar una PM como marcador para MRD presenta algunas
dificultades inherentes. La cantidad de PM en el suero depende de la tasa
de sintesis de Ig por las células plasmaticas malignas. Sin embargo, no
hay una forma directa de determinar esta tasa y podria cambiar con el
tratamiento. Ademas, las PM pueden ser recicladas y su vida media varia
segln el isotipo, por lo que la deteccidn de niveles bajos de PM podria

deberse al reciclaje de Ig y no a la enfermedad activa. Por el contrario, las



pruebas de médula dsea pueden complicarse por la naturaleza parcheada
de la enfermedad y la enfermedad extramedular.

La evidencia actual sugiere que la deteccién de PM en suero por EM y la
evaluacién de la MRD en médula ésea son métodos complementarios
cuyos resultados deben considerarse como parte de un enfoque

multimodal (1).

CONCLUSION

Esta revision examina las limitaciones de las metodologias tradicionales
en la deteccién y seguimiento de los trastornos relacionados de células
plasmaticas, destacando la sensibilidad limitada de técnicas como la SPEP
y la IFE. Se ha investigado extensamente el potencial de la EM como
meétodo para superar estas limitaciones, demostrando ser mas sensible y
especifica en la deteccién de PM, incluso a niveles bajos no detectables

por las técnicas convencionales.

Los métodos basados en EM, como el analisis de péptidos clonotipicos vy
CL intactas, han mostrado ser particularmente prometedores. A pesar de
enfrentar desafios como el alto coste y la necesidad de equipos
especializados, la EM ofrece beneficios significativos en términos de
eficiencia y precisién, potencialmente transformando la evaluaciéon y el
manejo de los trastornos relacionados con células plasmaticas en
entornos clinicos.

Especificamente, la técnica de EM MALDI-TOF ha emergido como una
alternativa prometedora aplicable en la practica clinica diaria,
demostrando una sensibilidad analitica y clinica superior en comparacion
con la SPEP e IFE, y una sensibilidad clinica comparable a un panel de
SPEP/IFE/CLL. MALDI-TOF también ha mostrado ser capaz de resolver
interferencias causadas por t-mAb, como el daratumumab, que hasta
ahora han representado un desafio significativo para las técnicas
tradicionales. Ademas, los ensayos MALDI-TOF han revelado
caracteristicas estructurales de las PM que no se habian apreciado

anteriormente con técnicas electroforéticas, permitiendo la identificacién



de nuevos marcadores de riesgo para AL y enfermedad de aglutininas
frias.
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Tabla 1. Criterios diagndsticos y caracteristicas clinicas de las principales gammapatias monoclonales, la

macroglobulinemia de Waldenstrom y la amiloidosis de cadenas ligeras
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& multiple Mieloma multiple . de cadenas
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Diagnos | Proteina | IgG o} IgA [ IgG o IgA | No-IgM monoclonal en suero | Gammapatia Evidencia de
tico monoclo | monoclonal en | monoclonal en|= 30qg/L monoclonal de IgM |[un trastorno
nal suero < 30 g/L* suero =30 g/Lo|- EIl MM no secretor se|detectable proliferativo
- Alrededor de un | proteina define por la ausencia de | (independientement |de  células
tercio presentan | monoclonal en|proteina monoclonal en|e de la cantidad de | plasmaticas
ratios alterados | orina = 500 | suero u orina y no presentar | la proteina [ monoclonale
de cadenas | mg/dia* anormalidades detectables | monoclonal)* s (proteina
ligeras libres - Alrededor de|en la inmunofijacion del monoclonal
un 70 % | suero o la orina en suero u
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> 2,75 mmol/L (> 11 mg/dL)
. Insuficiencia renal:
aclaramiento de creatinina
<40 mL por min o
creatinina  sérica > 177
umol/L (> 2 mg/dL)
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Isotipos de | IgD, 0,5 % gD, 2 % ligeras de
inmunoglobulinas | Biclonal, 5 % Biclonal, 2 % kappa:lamb
Cadena ligera, Cadena ligera, 20 % da es de 1:3
6 % No secretor, 3 %
Relacién anormal | Relacién de [ NA NA NA
de cadenas | cadenas ligeras
ligeras libres libres > 20
MGUS no-IgG Porcentaje de
Proteina células
Factores de riesgo | monoclonal = 1,5 | plasmaticas
de progresion g/dL clonales en la
médula 0sea
> 20 %
Proteina
monoclonal > 2
g/dL
1% porano en|10 % por afio | Aproximadamente el 80 % [ NA NA
Riesgo de | general (en los primeros | de los mielomas multiple se

progresion

5 %, 21 %, 37 % y

5 anos

de

originan a partir de MGUS no




58 % a los | seqguimiento), IgM, y el 20 % de MGUS de
20 anos cuando |1 %-2 % por afo | cadenas ligeras

estdn presentes | (afios restantes)
ninguno, uno, dos
y tres factores de
riesgo,
respectivamente

*Criterios diagnodsticos. Adaptada de Rajkumar y cols. (47, 48), Lakshman y cols. (49), Treon y cols. (50), Hasib Sidiqgi y
cols. (51), y Perfetti y cols. (52).
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kappa o lambda
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Puentes disulfuro
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Cadena pesada
(40000 - 60000 Da) — Region Fc
* C=ponstante, V=variable a l |

Figura 1. Inmunoglobulina con caracteristicas destacadas relevantes

(CDR: region determinante de complementariedad). Adaptada de Murray

y cols. (2).

MM
4-7/100.000
AL
1-1,4/100.000

MMq
0,9/100.000 1/1.000.000

GMsI
120/100.000

Figura 2. Presentacidn esquematica de la incidencia de los trastornos
relacionados de células plasmaticas. La gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI) tiene una incidencia de aproximadamente 120
por 100 000 en personas mayores de 50 afos, el mieloma multiple
quiescente (MMq) tiene una incidencia de aproximadamente 0,9 por
100 000 y el mieloma multiple (MM) tiene una incidencia de 4 a 7 por
100 000. La amiloidosis de cadenas ligeras (AL) presenta una incidencia
de 1 a 1,4 por 100 000 y la macroglobulinemia de Waldenstrom (MW)



presenta una incidencia de 3 a 4 por cada milldn de personas. Adaptada

de Derman y cols. (3).
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Figura 3. Ejemplos de electroforesis de proteinas séricas (arriba) e
inmunofijacién (abajo) normal (A) y anormal (B). En la regién gamma
normal (A), se aprecia una migracion amplia del fondo de inmunoglobulina
policlonal, mientras que en la anormal (B) se observa una proteina

monoclonal. La inmunofijacién revela un isotipo IgG lambda. Murray y

cols. (2).
Proteina monoclonal purificada + Igs policlonales

Digestion con tripsina Agente reductor

Péptidos CDR \ -y

Cromatografia liquida Cromatografia liquida

Espectrometria de Espectrometria de masas con  Espectrometria de masas con

masas Orbitrap electrospray y analizador de ionizacion por desorcidn laser
tiempo de vuelo cuadrupolar asistida por matriz y analizador
(ESI-QTOF-MS) de tiempo de vuelo (MALDI-TOF

MS)

Figura 4. Representacion esquematica de los métodos publicados basados
en espectrometria de masas para detectar proteina monoclonal (CDR:
region determinante de complementariedad,; ESI-QTOF-MS:



espectrometria de masas con electrospray y analizador de tiempo de
vuelo cuadrupolar; MALDI-TOF MS: espectrometria de masas con
ionizacién por desorcion laser asistida por matriz y analizador de tiempo
de vuelo. Adaptada de Murray y cols. (1).
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Figura 5. Espectros MASS-FIX de (A) suero humano sano con
distribuciones  graussianas cadenas ligeras para todos los
enriquecimientos inmunolégicos [IgG (arriba), IgA (medio), IgM (abajo),
kappa (naranja, todos los espectros) y lambda (azul, todos los espectros)]
y (B) paciente con MM de IgG kappa que muestra un pico no gaussiano en
la distribucion de masa de cadenas ligeras asociadas con IgG (arriba),
junto con el mismo pico en la distribucién de masa total de cadenas
ligeras kappa (naranja). En tres de los graficos, se muestran las
distribuciones masa/carga de las CL que alguna vez estuvieron unidas a
una IgG, IgA o IgM, respectivamente, y en todos los graficos se muestran
las distribuciones masa/carga de las CL kappa y lambda totales para
replicar el formato de la IFE. El recuadro rojo grande representa el rango
esperado de para las cadenas ligeras de Ig. Murray y cols. (1).
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Figura 6. Ejemplo de un paciente tratado con mieloma multiple IgG kappa
con daratumumab que presenta una cadena ligera glicosilada. El recuadro
rojo grande representa el rango esperado en la distribucién masa/carga
para las cadenas ligeras de Ig labmda (izquierda) y kappa (centro y
derecha). Las cadenas ligeras glicosiladas presentan un desplazamiento
de masa fuera del rango esperado y muestran multiples picos asociados

con diversos motivos de glicosilacién. Murray y cols. (1).



