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Testes laboratoriais para avaliacdo do componente monoclonal

Laboratory tests for evaluating the M-component

Paula Virginia Bottini

As gamopatias monoclonais resultam de hiperproducdo de um tnico clone anormal de

células plasmocitarias ou linfécitos B. O objetivo da avaliagdo laboratorial nas
gamopatias é demonstrar a presenca, a quantidade e o tipo de proteina anormal
presente no soro e/ou na urina através do estudo do perfil protéico, quantificacdo das
imunoglobulinas e cadeias leves e avaliagdo da proteindria. Este artigo descreve as
principais técnicas laboratoriais disponiveis, bem como suas indicagdes e limitagdes.
Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(1):23-26.
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Introducéo

Asgamopatias monoclonaisresultam de hiperproducéo
de um Unico clone anormal de células plasmocitarias ou
linfocitos B. A imunoglobulina monoclonal é reconhecida
como umabanda de migrac&o restritana el etrof orese de soro
ou de urina (componente M).t Quando a banda representa
umacadeialevelivremonoclonal, aproteinacorrespondente
€ conhecida por proteina de Bence Jones.?

Tanto o0 soro quanto a urina devem ser analisados para
pesquisa de proteinas monoclonais.® O objetivo da avalia-
¢do laboratorial € demonstrar a presenca, a quantidade e o
tipo de proteinaanormal presente no soro e/ou naurinaatra-
vés do estudo do perfil protéico, quantificagdo das imuno-
globulinase cadeiaslevesbem como avaliacdo daproteinria.

Estudo do perfil protéico

Tem por objetivo demonstrar a presenca e o tipo de
proteina anormal no soro e na urina, através de eletroforese
de proteinas e imunofixagdo. A eletroforese é considerada
um método de triagem para a presenca do componente
monoclonal, enquanto aimunofixagdo tem sido considerada

atualmente como o padr&o ouro paraconfirmar suapresenca
e distinguir entre cadeias dos tipos leve ou pesada.*®

Eletroforese de proteinas

As proteinas sdo0 macromoléculas, compostas por
aminoacidos com ligacGes de caréter covalenteentresi. De-
pendendo da distribuic¢éo eletronica, resultante das ligactes
covalentes ou idnicas a seus subgrupos estruturais, as pro-
teinas podem ser polares ou ndo polares em um determinado
pH. Na eletroforese, em gel de agarose, as proteinas séo
separadas de acordo com suas respectivas cargas el étricas,
utilizando-se dasforcas el etroforéticas e el etroendosmaticas
presentes no sistema. As separacfes sdo visualizadas com
um corante sensivel aproteinas.” (Figuras 1 e 2)

Eletroforese capilar € umatécnicade separagéo el etro-
forética baseada nas diferencas da relacdo carga/massa das
diversas proteinas, através da dissociagdo em pH constante
dos grupos &cidos no soluto. E uma técnica mais sensivel
queaeletroforese em gel de agarose. Independente datécni-
ca utilizada, os resultados devem ser expressos sob forma
percentual e de concentrago das diversas fracoes e em for-
ma grafica, destacando sempre a presenca de bandas
monoclonais quando estas estiverem presentes.
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Figura 1. Eletroforese sérica em gel de agarose. A: Perfil normal.
B: mieloma multiplo
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose de paciente com mieloma
multiplo

Eletroforese de alta resolucéo

A eletroforese de alta resolucdo alcanga uma defini-
¢ao nos padroes de migracédo das proteinas em solugdo que
vai muito além das cinco fragdes classicas dastécnicastra-
dicionais, o que amplia sua utilidade como ferramenta
diagnostica. Nesse contexto, o termo eletroforese de ata
resolucéo refere-se a sistemas capazes de separar 95% da
massa de proteinas totais em 10 a 15 fracOes, descontinuas
edefinidas.

No procedimento de alta resolugdo, as proteinas sao
separadas de acordo com suas respectivas cargas €l étricas
em gel de agarose especifico, usando ambasasforgas, el etro-
forética e eletroendosmdtica, presentes no sistema. As sepa-
racOes sd0 visualizadas com um corante altamente sensivel a
proteinas.® Esta técnica deve ser utilizada apenas quando
houver forte suspeita clinica e a eletroforese habitual apre-
sentar resultado negativo.
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Soro: A eletroforese em altaresolucéo € primariamen-
te interpretada pela comparagéo das intensidades rel ativas
das bandas encontradas em espécimes desconhecidos com
aquel as obtidas em individuos sabidamente normais ou con-
troles.

Urina: Um padréo el etroforético normal das proteinas
urindrias deve mostrar um trago de albuminae agumasvezes
uma banda de transferrina fraca® O padrao encontrado em
casos de proteindriaglomerular consiste defortes bandas de
albumina, afal glicoproteinaécidaealfal antitripsinaem uma
zona de afal estendida, acompanhada de uma regi&o com
betal-transferrinae ocasionalmente umabandanaregido das
gamaglobulinas.

O padréo urinario encontrado na proteinUria tubular
usual mente consiste de uma banda fraca de albumina, uma
banda dupla na regido afa 2 devido a presenca de afa 2
microglobulinas, e umaforte bandanaregi&o central dabeta-
globulina, devido a presenca de beta 2 microglobulinas e
algumas vezes coloragdo difusano fundo naregi&o dagama
devida a presenca de cadeias leves livres. A doenca renal
cronicaou afalénciarenal podem levar a danos nos glomé-
rulos e tubul os, apresentando ambas as classes de proteinas
(tubulares e glomerulares) naurina.

No mielomamdltiplo obtém-se umabandabem delimi-
tadanaregi&o dasimunoglobulinas, com mobilidade bastan-
tevariavel.

Imunofixacdo

O principal objetivo dastécnicas deimunofixagdo (ou
imunoel etroforese) € definir o tipo de proteinaanormal pre-
sente na amostra, identificando as cadeias leves e pesadas
envolvidas. A imunofixagédo, que vem substituindo atécni-
cadeimunoel etroforese por ser mais sensivel erapida, com-
bina as técnicas de el etrof orese e imunoprecipitagdo. Apos
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Figura 3. Imunofixacéo sérica de pacientes portadores de mieloma
multiplo
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a separacao das proteinas séricas por eletroforese, o anti-
soro (contralgA, 1gG, IgM, cadeia leve kappa e lambda) é
colocado sobre as fragdes separadas. As proteinas ndo pre-
cipitadas sdo lavadas e o imunoprecipitado € a seguir cora-
do. A presenca de proteina monoclonal é caracterizada na
imunofixacdo pela presenca de umabanda bem definida as-
sociadacom umaclasse de cadeiapesada(IgM, 1gG, ou IgA)
e banda de mesma mobilidade que reage com cadeia kappa
ou lambda.®* Este método tem grande aplicagéo naidentifi-
cacdo de proteinas M presentes em pequenas quantidades,
que sdo dificeis de detectar por outros métodos. (Figura 3)

Imunoeletroforese

Menos utilizada atualmente, sendo aos poucos subs-
tituida pela imunofixagéo. Baseia-se na separacdo eletro-
forética das proteinas em gel de agarose e imunodifusdo
contraanti-soro humano total e anti-soros especificos para
cadeias leves e pesadas de imunoglobulinas e apresenta
alto grau de dificuldade, tanto na sua execucdo quanto na
sua interpretacéo.

Quantificacdo das imunoglobulinas e
cadeias leves

A principal aplicacdo danefelometriaou turbidimetria
no estudo das gamopatias monoclonais € a determinacdo da
concentrac&o dasdiversasimunoglobulinas, definindo o grau
de envolvimento da proteinamonoclonal identificada além
de estabelecer a relagéo kappa/lambda.?

Nefelometria

Basela-se na medida da intensidade de luz dispersada
pela presenca de particulas em suspensdo quando um feixe
deluz passaatravés dasuacéluladefluxo (ou dereagéo). As
particul as sdo formadas por umareacao deimunopreci pitacao
que acorre quando um anti corpo especifico entraem contato
com seu antigeno especifico. Possui maior sensibilidade que
aimunoturbidimetria

Imunoturbidimetria

Asimunoglobulinas formam com o anti-soro especifi-
co um complexo insoltvel, produzindo turbidez, cujaintensi-
dade aumenta a absorbancia e é proporcional a concentra-
¢do daimunoglobulina presente naamostra.

Quantificagdo das cadeias leves livres

Freelite® € um reagente especifico para dosagem de
cadeias leves livres dos tipos kappa e lambda. Sua sensi-
bilidade varia entre 0,3 e 0,4 mg/l, podendo ser utilizado
para dosagens tanto no soro quanto na urina. Sua principal
aplicacdo se da nos casos onde ndo foi possivel identificar
0 componente monoclonal pelas técnicas habituais, além
de apresentar maior precisdo naavaliacéo daremissdo com-
pleta e da resposta ao tratamento pois as cadeias leves
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livres possuem meia-vidamais curtaque as demaisimuno-
globulinas.*?

Avaliacdo da proteinlria

A pesquisa de proteinas na urina deve ser sempre rea-
lizada por um método quantitativo e sensivel, que detecte
albumina e as demais proteinas.®®

Triagem para presenca de proteinaria

A triagem através de tiras reagentes nao deve ser utili-
zada uma vez que as tiras detectam apenas albumina. Nos
casos de mieloma multiplo com excrecdo de cadeias leves
livres na urina é bastante fregiiente o achado de uma tira
reagente negativa e a quantificagdo apresentar quantidades
detectavels de proteinas.

Quantificagéo da proteiniria

Uma vez que ndo se devem utilizar tiras reagentes, a
pesquisa e quantificacdo daproteindriadeve ser ssmprerea-
lizada através de reagentes especificos para proteinas urina-
rias, como, por exemplo, o vermelho de pirogalol ou cloreto
de benzetonio

Pesquisa da proteina de Bence Jones

A técnicade precipitagéo pel o calor deve ser abando-
nada por ndo apresentar sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade adequadas, além de fornecer altas taxas
de resultados fal so-negativos e fal so-positivos. Esta pes-
quisafoi substituidapelaeletroforese de proteinas urinérias
e pela dosagem das cadeias leves kappa e lambda.**

Relacéo kappa/lambda

A avaliacdo da relacéo kappa/lambda na urina é bas-
tante Util na diferenciacéo entre a proteinria do mieloma
multiplo e demais proteindrias tubul ares.®> Umaamostraque
apresente uma relagdo kappa/lambda normal sugere pro-
teindria tubular, enquanto uma relagdo kappa/lambda alte-
radaéindicativade mielomamdiltiplo.

Abstract

Monoclonal gammopathies result from an overproduction of a single
abnormal clone of a plasma cell or B lymphocyte. The purpose of
the laboratory protocols in these situations is to demonstrate the
presence, the characterization and the concentration of an abnormal
protein detected in serum and/or urine samples. The laboratory
investigation is based on the electrophoretic protein profile,
quantification of immunoglobulins, free light chains and proteinuria.
This paper describes the major available laboratory methods as
well their indications and limitations. Rev. bras. hematol. hemoter.
2007;29(1):23-26.
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fixation; immunoglobulin; kappa/lambda ratio.




Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(1):23-26

Bottini PV

Referéncias Bibliograficas

1

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Karen DF, Raymond A, Goeken JA et al. Guidelines for clinical and
laboratory evaluation of patients with monoclonal gammopathies.
Arch Pathol Lab Med 1999;123:106-7.

. Attaelmannan M, Levinson SS. Understanding and identifying

monoclonal gammopathies. Clin Cem 2000;1.230-8.

. Kyle RA. Sequence of testing for monoclonal gammopathies -

serum and urine assays. Arch Pathol Lab Med 1999:123:114-8.

. Dispenzieri A, Gertz MA, Therneau TM, Kyle RA. Retrospective

cohort study of 148 patients with polyclonal gammopathy. Mayo
Clinic Proceedings 2001;76:476-87.

. The International Myeloma Working Group. Criteria for the

classification of monoclonal gammopathies, multiple myeloma and
related disorders: a report of the International Myeloma Working
Group. British Journal of Haematology 2003;121:749-57.

. Smith A, Widloff F, Samson D. Guidelines on the diagnosis and

management of multiple myeloma 2005. British Journal of
Haematology 2006;132:410-451.

. Burtis CA, Ashwood ER. Tietz Textbook of Clinical Chemistry. 22

Ed., 1994, WB Saunders, Philadelphia.

Kuhn R, Hoffstetter-Kuhn. Capillary Electrophoresis: Principles
and Practice. 1993, Springer-Verlag Press, Berlin.

. Keren DF. High-Resolution Electrophoresis and |mmunofixation:

Techniques and Interpretation 2™ ed, 1994. Butterworth-Heinemann
Ed, USA.

Sun T. Interpretation of protein and isoenzyme patterns in body
fluids. 1991, Igaku-Shoin Medial Publishers, New York.

Keren DF. Protein Electrophoresis in Clinical Diagnosis. 2003,
Hodder Arnold Publication, USA.

Kang SY, Suh JT, Lee HJ, et al. Clinical usefulness of free light
chain concentration as a tumor marker in multiple myeloma Ann
Hematol 2005;84:588-93.

Graziani M, Merlini G, Petrini C. Guidelines for the analysis of
Bence Jones protein. Clin Chem Lab Med 2003;41(3):338-46.
Kahn SN. Dear Dr [Bence] Jones, Editorial. Clinical Chemistry
1991;37(9):1.557-8

Bottini PV, San Martin SMG, Ribeiro Alves MAVF, Garlipp CR.
Tubular proteinuria: value of urinary kappa and lambda
concentrations. Clin Chem1999;45(S6):A45.

O tema apresentado e o convite ao(s) autor(es) consta da pauta
elaborada pelo co-editor.

Avaliacdo: Co-editor e um revisor externo.
Publicado apds revisdo e concordancia do editor.
Conflito de interesse: ndo declarado.

Recebido: 25/11/2006
Aceito: 05/01/2007

26




