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Resumo

Com o presente relatério de atividade profissional a autora tem o objectivo de obter o
Grau de Mestre em Genética Molecular e Biomedicina, pela Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa. Neste relatério € descrita a atividade
desempenhada na fungdo de Técnica Superior de Laboratério nos ultimos cincos anos no
Laboratério Dr. Branco Lisboa e posteriormente no posto de colheitas do Laboratério Dr.
Joaquim Chaves em Caldas da Rainha.

O seu percurso profissional permitiu-lhe desenvolver atividades nas diferentes areas
do Laboratério Clinico: Hematologia e Coagulagao, Bioquimica, Endocrinologia e Imunologia
e Microbiologia, bem como na realizagdo de colheitas de diferentes amostras bioldgicas.
Participou ativamente no processo de certificagdo do Laboratério Dr. Branco Lisboa, que no
ultimo ano foi adquirido pelo Laboratério Dr. Joaquim Chaves e que transformou o
laboratério em posto de colheitas.

O atual relatério tem como foco principal a importadncia da fase pé-analitica na
obtengdo de uma amostra bioldgica viavel para a aplicagdo de técnicas laboratoriais, como a
eletroforese de proteinas séricas e a caraterizagdo das proteinas por Imunofixagdo, no

diagndstico de gamopatias monoclonais.
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Abstract

With this professional activity report, the author aims to obtain the Master's Degree in
Molecular Genetics and Biomedicine, by the Faculty of Sciences and Technology,
Universidade Nova de Lisboa. This report describes the activity performed in the role of
Superior Laboratory Technician in the last five years at the Dr. Branco Lisboa Laboratory and
later at the Dr. Joaquim Chaves Laboratory in Caldas da Rainha.

Her professional career allowed her to develop activities in the different areas of the
Clinical Laboratory: Hematology and Coagulation, Biochemistry, Endocrinology and
Immunology and Microbiology, as well as in the collection of different biological samples. She
also actively participated in the certification process of the Dr Branco Lisboa Laboratory,
which in the last year was acquired by the Dr Joaquim Chaves Laboratory, which changed
the laboratory to become a collection station.

The current report has it's main focus in the importance of the preanalytical phase to
obtaining a viable biological sample for the application of laboratory techniques, such as
electrophoresis of serum proteins and the characterization of proteins by immunofixation, in

the diagnosis of monoclonal gammopathies.
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Introducgao

Com o relatério de atividade profissional a autora tem o objetivo de obter o Grau de
Mestre em Genética Molecular e Biomedicina através do programa especial “Para ser
Mestre” a decorrer na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa.
E um programa estabelecido para Licenciados Pré-Bolonha, com pelo menos 5 anos de
experiéncia profissional. Os Licenciados Pré-Bolonha devem apenas cumprir o estipulado na
alinea b), do numero 1, do artigo 20.0 do Dec. Lei no74/2006 de 24 de margo para obter o
referido grau académico.

O relatdrio esta dividido em cinco partes principais. Na primeira parte do relatério da a
conhecer o percurso académico, e a experiéncia profissional como técnica superior num
laboratério clinico, bem como trabalho realizado no posto de colheitas. Ainda descreve a
composic¢ao organizacional dos locais onde trabalhou e estagiou.

Na parte Il é descrita a fase pré-analitica do Laboratério Clinico e engloba a
Flebotomia, e a atividade de Flebotomista, os aspetos a considerar antes da colheita de
amostras bioldgicas, a triagem e a conservagdo de amostras biolégicas. As colheitas de
sangue para obtencdo da amostra de soro usada na realizacdo de testes laboratoriais que
auxiliam no diagndstico e no acompanhamento clinico de individuos com gamopatias.

A parte Il deste relatério é dedicada a sintese de imunoglobulinas, caracteristicas e
estrutura, bem como as alteragdes a que as imunoglobulinas estdo sujeitas e que as torna
responsaveis pelas gamopatias.

Na parte IV sado referidas as técnicas laboratoriais utilizadas no diagnéstico de
gamopatias monoclonais com maior incidéncia na eletroforese de proteinas e na
imunofixacgao.

Na parte V sao apresentadas as principais gamopatias benignas e neoplasicas que

beneficiam das técnicas laboratoriais descritas.



Parte |

Na presente secgao é realizada uma breve descrigdo da experiéncia profissional da
autora, bem como a caracterizagdo organizacional do Laboratério Dr. Branco Lisboa e do
Posto de Colheitas do Laboratério Dr. Joaquim Chaves. Estas instituicbes permitiram-lhe
adquirir competéncias e conhecimentos desde as colheitas de produtos bioldgicos até a
realizacdo de diversas técnicas laboratoriais, como a eletroforese de proteinas séricas e

imunofixagao, utilizadas no diagndstico laboratorial de Gamopatias Monoclonais.

1.Percurso Profissional

1.1 Estagio Profissional no Laboratério Dr. Branco Lisboa
No ano de 2000 realizou no Laboratério Branco Lisboa, em Caldas da Rainha um
estagio profissional na profissdo de Técnica Superior de Laboratério. Iniciou a pratica de
flebotomia sob a vigilancia do Dr. Jodo Branco Lisboa, especialista em Andlises Clinicas da
Ordem dos Farmacéuticos, realizando colheita de sangue venoso e de outras amostras
biolégicas para exames microbioldgicos e micoldgicos.
No laboratério clinico, foi na area da Bioquimica que iniciou a sua experiéncia
profissional em técnicas de eletroforese de proteinas séricas e em analises bioquimicas por

métodos imunoenzimaticos e trubidimétricos, usando diferentes autoanalisadores.

1.2 Experiéncia Profissional no Laboratério Dr. Branco Lisboa

No final do ano 2000 ingressou nos quadros efetivos do Laboratério Branco Lisboa.
Neste laboratério realizou diariamente colheitas de produtos biolégicos. Trabalhou nas
diferentes valéncias do laboratério utilizando equipamentos com metodologias préprias, para
a realizagao de analises imunoldgicas, bioquimicas, eletroforese em folha de acetato, gel de
agarose e por capilaridade, analises de coagulagdo, endocrinolégicas, monotorizagdo de
farmacos, entre outras.

O avanco constante da tecnologia leva a que cada vez mais se utilizem equipamentos
automatizados para a realizagdo de analises clinicas, diminuindo assim o tempo de resposta
na obtengcdo de resultados. No entanto, durante o percurso profissional no Laboratério
Branco Lisboa utilizou técnicas manuais, quer na area de Microbiologia, quer na realizagao
de Imunoeletroforese e Imunofixagao.

A triagem e conservagao dos produtos bioldgicos colhidos nos diferentes postos do
laboratorio € no proprio laboratério eram da sua responsabilidade.

A autora teve ainda um papel ativo na implementagcéo e manutencao do sistema de
gestao da qualidade e realizou diferentes tarefas desde participar ativamente, com a Diregao
da Qualidade, na redagao da politica da qualidade do Laboratério, do Manual da Qualidade

de procedimentos técnicos. O controlo de qualidade interno, na area da Bioquimica e



Eletroforeses também eram de sua responsabilidade. O envio, cumprimento de prazos e
interpretacédo dos resultados do controlo externo da qualidade, era também realizado por si,

com o acompanhamento da Diregdo da Qualidade.

1.3 Experiéncia Profissional no posto de colheitas do Laboratério Dr.
Joaquim Chaves, em Caldas da Rainha

Em 2018 o Laboratério Dr. Branco Lisboa foi vendido ao Laboratério Dr. Joaquim
Chaves com sede em Miraflores. Numa fase inicial o laboratério ainda permaneceu em
Caldas da Rainha realizando a mesma atividade como até entdo. Apds alguns meses o
laboratério foi deslocado para a sede, ficando apenas um posto de colheitas em Caldas da
Rainha. No posto de colheitas de Caldas da Rainha realiza todo o tipo de colheitas de
produtos biolégicos e receciona também produtos de anatomia patolégica e analises de
aguas. O acondicionamento e a estabilidade dos diferentes tipos de amostras e a sua

preparagao para transporte passou a ser também uma atividade diaria no seu trabalho.

2. Composic¢ao Organizacional

2.1 Laboratério Clinico Dr. Branco Lisboa:
O laboratério clinico Dr. Branco Lisboa em Caldas da Rainha onde adquiriu

experiéncia profissional possuia a seguinte organizagao:

-Diregéo Clinica

-Dire¢do da Qualidade

-Setor da Bioquimica, Imunologia e Monotorizagdao de Farmacos
-Setor da Endocrinologia

-Setor da Hematologia e Coagulagéo

-Setor da Microbiologia

-Setor da Urianélise

-Area de triagem e acondicionamento de amostras

-Area de colheitas e atendimento ao publico

2.2 Posto de Colheitas do Laboratério Dr. Joaquim Chaves em Caldas da
Rainha

O posto de colheitas apresenta a seguinte organizagao:
-Area de atendimento ao publico

-Gabinetes para realizagao de colheitas



-Area de tratamento e acondicionamento de amostras para transporte.

Parte Il

A principal razdo que leva o clinico a prescrever um exame laboratorial ao seu
paciente é para esclarecer duvidas que o exame fisico e o historial clinico ndo conseguem
responder. Assim, um exame como as analises clinicas, tem como fungéo auxiliar no
diagndstico clinico de enfermidades.

O laboratério clinico deve ter como missao esclarecer e fornecer uma ajuda eficaz ao
clinico e ao paciente, e para isso € necessario que sejam desenvolvidas diversas agdes com
a mais elevada responsabilidade e corregao técnica, para que o resultado final seja o mais
verdadeiro e fidedigno. E preciso ter em consideragdo a existéncia de diversas variaveis
bioldgicas, bem como a interferéncia de fatores nao biolégicos e que podem comprometer
todo o processo até a obtengcdo de um resultado laboratorial (McCall & Tankersley, 1993).

Os testes laboratoriais sao realizados respeitando uma sequéncia de atividades que
cada laboratério organiza e realiza o mais correto possivel, para transformar um
determinado “input” (prescricdo meédica) num desejado “output” (relatério clinico) (Lima-
Oliveira et al, 2017).

A atividade laboratorial esta virtualmente dividida em trés fases: a fase pré-analitica,
a fase analitica e a fase pds-analitica. Estas fases estédo de tal forma interligadas que quase
nao se podem separar (Lima-Oliveira et al, 2017).

A fase pré-analitica corresponde a uma sequéncia de agbdes que envolve diversos
profissionais com diferentes formacgdes, focos de interesse e grau de envolvimento. Esta
fase é responsavel pela maioria dos erros laboratoriais.

A autora, como interveniente na fase pré-analitica, certifica-se do cumprimento dos
requisitos técnicos de colheita dos diversos produtos biolégicos, com os riscos biolégicos
potenciais, com o acondicionamento, preservacdo e transporte das amostras. E sua
responsabilidade alertar o laboratério se as analises sdo pedidas com caracter de urgéncia e

assegurar a brevidade na obtengao dos resultados.

1. Flebotomia e a Atividade como Flebotomista

A principal amostra para analise em laboratério clinico € a amostra de sangue venoso
colhido por venipungao (Lima-Oliveita et al, 2018).

A flebotomia (colheita de sangue) € uma pratica muito antiga, remonta a época de
Hipocrates (460-377 D.C.). As teorias defendidas por este fisico descrevem o excesso de

substancias no organismo como o principal responsavel pelo aparecimento de doengas.



Assim, para restaurar o equilibrio do organismo eram realizadas sangrias, efetuadas com
uma incisdo numa veia e deixando o sangue correr liviemente (McCall & Tankersley, 1993).

A palavra flebotomia tem origem grega, phebos quer dizer veia e tome incisao. Alguns
autores consideram que esta técnica remonta a periodos mais antigos, desde a ldade da
Pedra (McCall & Tankersley, 1993).

A flebotomia é um procedimento invasivo de importancia vital para o desenvolvimento
do processo analitico no laboratério e para a interpretacado dos resultados para a obtengao
de um diagnéstico, realizado pelo médico prescritor. O diagndstico, o controlo do tratamento
de doengas, a saude de cada individuo e até mesmo o risco de vida podem ser
comprometidos por um procedimento flebotomista sem qualidade (Lima-Oliveira et al, 2015).

A colheita de sangue tem sofrido alteracées e os métodos e principios tém melhorado
drasticamente, continuando a ser uma pratica comum nos nossos dias, apenas nao é
encarada como uma cura milagrosa. Atualmente, a principal utilizacdo desta técnica é a
obtengado de sangue por venipungao para realizagao de testes de diagnéstico (Lima-Oliveira
et al, 2017). No entanto, a flebotomia como técnica terapéutica ainda é praticada em
individuos com policitémia, excesso de producgéo de eritrocitos e em outros com disturbios
do sangue como a hemocromatose, excesso de ferro. A colheita de sangue venoso
respeitando todos os procedimentos que permitem a obtengdo de uma amostra com
qualidade, para analise laboratorial sdo abordados neste relatério.

O profissional flebotomista tem a responsabilidade de colher sangue para a realizagao
de analises laboratoriais, que vao auxiliar no diagndstico e tratamento dos individuos.

De acordo com Lima-Oliveira et al (2017), para obter os melhores e mais fiaveis
resultados laboratoriais devem ser cumpridos requisitos como colher sangue venoso de
acordo com as analises prescritas, confirmar que os individuos se encontram de acordo com
requisitos necessarios para a realizagdo das colheitas. O profissional deve identificar
corretamente as amostras e prepara-las para transporte, caso se justifique, assegurando a
sua estabilidade.

A relagdo de empatia entre os intervenientes facilita a obtencéo e o registo toda a
informacao relevante (idade, sexo, dieta, stress, pratica de exercicio fisico, gravidez,
terapéutica), que é essencial para a interpretacdo dos resultados obtidos na fase pds-

analitica.

2. Aspetos a considerar antes da colheita de Amostras Bioldgicas

2.1Preparagéo do individuo
A preparagao do individuo pode variar, consoante o tipo de analise a realizar e é da
maior importancia. Existem alguns requisitos gerais que devem ser cumpridos para diminuir

o erro inerente a este processo.



As fases que fazem parte do processo analitico sdo passiveis de erro e estes erros
tém um efeito aditivo contribuindo para um resultado cada vez mais erroneo. Para minimizar
a variabilidade pré-analitica € necessaria a normalizagao da preparagado do individuo e sem
esta preocupacao nao sera possivel a comparagao de resultados analiticos com resultados
obtidos anteriormente, o que pde em causa a decisdao médica e um futuro diagnéstico
(Simundic et al, 2013).

O estado de jejum é uma das variaveis pré-analiticas com efeitos potenciais nos
resultados analiticos. A colheita de sangue deve ser realizada preferencialmente durante o
periodo da manha, das 7h as 9h, com um jejum de 12 horas, durante o qual o consumo de
agua é permitido (Simundic et al, 2013).

De acordo com Simundic et al (2013) as bebidas alcodlicas devem ser evitadas nas
24h que antecedem a colheita de sangue e os individuos n&do devem fumar, tomar café ou
cha, uma vez que no caso do tabaco, a taxa metabdlica das lipoproteinas aumenta
consideravelmente 1h apds fumar um Unico cigarro. A cafeina ingerida em jejum provoca um
aumento da glicose em jejum.

A atividade fisica deve ser evitada nas 72 horas que antecedem a colheita quando
sdo requeridas analises como a desidrogenase lactica ou creatina-fosfoquinase, devido ao
esforgo fisico, uma vez que sdo marcadores musculares.

No caso de nao existir recomendacdo médica, a medicacdo deve ser efetuada
apenas apos a colheita de sangue (Lima-oliveira et al, 2017).

A administracdo de contraste radiolégico ocorrido aquando da realizagédo de
tomografia axial computorizada (TAC) ou ressonancia magnética provoca alteragdes em
alguns tipos de analises, como na fungao tiroidea, pelo que é recomendado ao paciente que
aguarde 5 a 15 dias ap6s a sua administracao.

A normalizagao de requisitos para a obtencdo de amostras com qualidade deve ser
implementada por todos os laboratdrios e € da responsabilidade dos profissionais de saude,
que desempenham fung¢des de flebotomia, divulgar toda a informag¢ao necessaria para o seu

cumprimento (Simundic et al, 2013).

2.2 Fatores que influenciam o estado basal do paciente

Um individuo é considerado em estado basal pela manha, enquanto o organismo
ainda esta relaxado e em jejum. No laboratério os valores de referéncia para os diferentes
parametros em analise sdo estabelecidos com base em amostras colhidas nestas condi¢des
(McCall & Tankersley, 1993).

O profissional flebotomista tem em consideracdo diariamente fatores que podem
provocar alteragdes nos resultados das analises.

A idade dos individuos € importante porque os valores de alguns componentes do
sangue como os eritrécitos e os leucécitos sdo mais elevados em recém nascidos que em

adultos. O sexo do utente, pois os valores de analises de hemoglobina sao diferentes entre



homens e mulheres. A diminuigdo de fluidos no organismo provocada por episddios de
diarreia ou voémitos, provoca hemoconcentragdo, levando a determinagdo erronea de
contagens de eritrécitos, enzimas, ferro, calcio e sddio, pelo que deve ser mencionado ao
técnico de colheita (Andrilo et al, 2010).

Existem parametros como o cortisol que apresenta valores mais elevados durante a
manha e diminui ao longo do dia, pelo que a colheita deve acontecer até as 10 horas da
manha no maximo (Andrilo et al, 2010).

O efeito dos medicamentos esta relacionado com alteragées nas fungdes fisiolégicas
do organismo. E necessario monitorizar estes individuos para controlar as fungdes
fisioldgicas e metabdlicas e é essencial conhecer o tipo de medicagao que o individuo toma.
As analises como creatinina, proteinas séricas, e algumas enzimas marcadores musculares
aumentam apos atividade fisica intensa (Lima-Oliveira et al, 2017).

A gravidez € um fator que deve ser tido em conta, uma mulher gravida pode
apresentar valores de eritrocitos mais baixos ( Andrilo et al, 2010).

A mudanga de posigao de supina para sentada provoca movimentagdo do liquido
intersticial e das substancias filtraveis do espacgo intravascular para o intersticial, ou seja
verifica-se hemodiluicdo ou hemoconcentragao. As substancias com elevado peso molecular
terdao uma concentragdo mais elevada, até que o equilibrio hidrico se restabelega. Por
exemplo, os valores de albumina, proteinas totais, colesterol, triglicéridos, hematdcrito e
hemoglobina podem apresentar uma concentracdo superior se a colheita for realizada na
posigdo ereta (McCall & Tankersley, 1993).

Lippi et al (2015), concluiram que a posi¢édo em que ocorre a colheita de sangue deve
ser normalizada (sempre sentada ou sempre em posicdo de supina). As indicagdes e
informagdes que sao referidas aos pacientes devem ser uniformes, para uma posigao de
referéncia. Independentemente da posigdo selecionada, os pacientes devem repousar
durante alguns minutos nessa posigao, antes da colheita de sangue venoso para que nao
haja alteracdo na concentracao de alguns analitos. Neste estudo verificaram também que as
maiores variagdes no volume do plasma se observavam quando a colheita se realizava na

posicao ereta, pelo que ndo € a posigao mais recomendada.

2.3 Colheita de Sangue por Pungédo Venosa

A colheita de sangue venoso € um processo que carece de material especifico,
esterilizado e descartavel proprio para esse fim, como agulhas e seringas ou sistema de
vacuo, tubos de colheita de sangue, garrote, algodao, pensos.

O material usado para pungdo venosa apresenta caracteristicas técnicas proéprias,
especificas para determinado uso. As agulhas, podem ser adquiridas de diversos
fornecedores, e sao usadas em sistemas de vacuo ou para conectar com seringa. Este
material pode ser classificado em dois sistemas diferentes, aberto (seringa e agulha) e

fechado (vacuo) (Lima- Oliveira et al, 2017).



A “pbutterfly” consiste numa agulha com um pequeno tubo que conecta a seringa ou
pode ser adaptada ao aplicador do sistema de vacuo sendo usada no sistema aberto e no
fechado.

As agulhas estdo normalizadas por diametro (G), ou seja quanto maior o numero
gauge (G) menor o didmetro da agulha. Na colheita de sangue venoso as agulhas podem
variar de 19 a 25 G. As agulhas de 19-21 G sao usadas para pung¢ao em veia antecubital
larga. As agulhas de 23 G sao usadas para veias antecubitais mais pequenas, veias das
maos ou peés, e por fim as agulhas 25 G sdo mais utilizadas em recém nascidos ou em
criangas com veias muitos finas (Lima-Oliveira et al, 2017).

Lima-Oliveira et al (2012), refere que os laboratérios clinicos devem preferir o sistema
de tubos com vacuo e nao a utilizagdo de seringa e agulha na realizagdo das pungdes
venosas, de uma forma geral, uma vez que nestes tubos a mistura entre o sangue colhido e
os aditivos como anticoagulantes e ativadores do coagulo, € mais eficiente. No entanto, o
laboratério clinico deve testar e realizar procedimentos de verificagdo antes de adotar um
determinado sistema de tubos de vacuo. Existem muitos sistemas de vacuo no mercado e
que podem trazer diferengas nos resultados finais, pelo que o laboratério deve assegurar
que a escolha é a mais apropriada para a sua realidade.

Como ja foi mencionado anteriormente e tem sido reportado por diversos
investigadores, a maioria dos erros ocorre na fase pré-analitica, cerca de 46% a 68.2%, uma
area que geralmente esta fora do controlo direto do laboratério (Cornes et al, 2017).

As diretrizes nacionais e internacionais remetem para uma ordem de tubos pela qual
deve ser efetuada a colheita de sangue (Al-Abdulrazzak et al, 2017).

A ordem de tubos que deve ser respeitada pelo flebotomista indica que primeiro, deve
ser colhido sangue para frasco de cultura, em segundo lugar deve colher o tubo com citrato,
como aditivo, para analises de coagulagado. Em terceiro lugar o tubo de soro com ou sem
gel, seguido de tubo de soro isento de metais, depois o tubo com heparina de litio. Segue-se
o tubo com EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), para analises de hematologia e por
fim o tubo com EDTA-gel (Cornes et al, 2017).

Na colheita de sangue nem sempre é necessario colher todos estes tubos, depende
da prescrigdo médica. No entanto, € importante obedecer sempre a esta ordem para nao
aumentar o erro na fase pré-analitica.

Cornes et al, (2017) vem reforgar que as diretrizes da Organizagdo Mundial de Saude
sao de elevada importancia e devem ser seguidas as recomendagdes para a ordem de
tubos a colher pelo flebotomista, pois independentemente do sistema utilizado, seja seringa
e agulha ou sistema de vacuo, existe uma percentagem significativa de contaminacao das
amostras se a ordem de tubos nao for respeitada.

Um dos anticoagulantes mais comuns é o EDTA K2 (acido etilenodiamino tetra-
acético dipotassico), que é usado em tubos para a contagem de células sanguineas
(hemograma, leucograma e plaquetas) e diagndsticos moleculares, podendo ainda ser

utilizado na determinagao de acido félico eritrocitario, hemoglobina glicada, monitorizagao de



imunossupressores, como tacrolimus, e o grupo de sangue. O citrato de sédio é usado para
estudos da coagulagdo como o tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial,
fibrinogénio e D-Dimeros. A heparina é outro anticoagulante usado numa variedade de
testes. Os tubos podem conter heparina de sédio ou heparina de litio. Em geral, a heparina
de litio € usada para testes quimicos no entanto, nunca deve ser usada na determinagao do
analito litio. A heparina sédica é usada quando é necessario obter linfocitos funcionais
viaveis, como nos casos do HLA (Humam Leukocyte Antigens) e nunca deve ser usada na
determinacao do sédio no sangue. Um tubo de heparina de litio ndo deve ser usado quando
a recomendacgao € a utilizagdo de um tubo de heparina de sodio. A diferenga entres estes
tubos & mencionada no rétulo. O fluoreto de oxalato foi o mais usado em provas de glicemia
e determinagdo de alcool no sangue. As enzimas que alteram a concentragcédo de glucose e
de alcool no sangue sao inibidas pelo fluoreto e a coagulagdo € impedida pelo oxalato
(Bayot & Tadi, 2020).

Tabela 1 — Anticoagulantes ou aditivos utilizados nos tubos de colheita de sangue (Dias, 2017).

Cor da tampa Aditivo Testes aplicaveis

i Sem aditive Bioguimica e

Vermelho Imunclogia
Ativador de Bioguimica e

& Amarelo coagulo com gel Imunclogia
Bioguimica e

Laranja Coagulante Imunologia

Citrato de sadio Mecanismos de
Azul 1,9% coagulagdo

Fluoreto de scdioc e
oxalato de potassio | Glicose e tolerancia
Fluoreto de sédic e | aglicose

heparina sodica

o
3
~
a

Sadio heparina Bioqufmrica em
Verde Litic heparina plasma
EDTA dissadico Hevmatologvia clinica
= Roxo
Citrato de sodio Taxa de
. 1,4% hemosedimentacdo
Preto
EDTA dissddico Monitoragio
! Ativador de quantitativa de
Branco coagulo com gel rastreamento HIV e
Rastreamento

Clinico do Sangue

Aos tubos de colheita esta associado um codigo de cores como € possivel observar
na Tabela 1. O codigo de cores pode diferir ligeiramente de fabricante para fabricante, e
identifica o tipo de anticoagulante ou aditivo que o tubo possui ou nao, tornando a sua
identificacdo mais facil (Bayot & Tadi, 2020)

Assim, para alguns exames como analises bioquimicas o tubo mais utilizado € o tubo
de soro com particulas ativadoras do coagulo, de tampa vermelha ou amarela; para analises

de coagulagéao utiliza tubos de tampa azul, com aditivo de citrato de sédio, se a analise em



questao for um hemograma entdo a colheita de sangue é realizada para um tubo de EDTA
K2 de tampa roxa como € possivel observar na Tabela1 (Dias, 2017).

O agitar dos tubos de colheita deve ser realizado por inversdo de 180° para
homogeneizacdo das amostras e o numero de inversdes recomendadas para cada tubo,

varia de acordo com o fornecedor como é possivel observar na tabela 2.

Tabela 2— Numero de inversdes recomendadas por trés fornecedores diferentes, para cada tipo de
tubo (Adaptado de Lima-Oliveira, et al, 2009).

Tubo sem aditivo N&o é necessaria 5a 8 vezes 10 vezes
Tubo com citrato de sodio 5 a8 vezes 5a 8 vezes 10 vezes
Tubo com gel separador 5 a 8 vezes 5 a 8 vezes 10 vezes
Tubo com heparina 8 a 10 vezes 5 a 8 vezes 10 vezes
Tubo com EDTA 8 a 10 vezes 5a 8 vezes 10 vezes
Tubo com inibidor da 8 a 10 vezes 5a 8 vezes 10 vezes
glicolise

A escolha dos fornecedores €& da responsabilidade da direcdo técnica de cada
laboratério. Quando o laboratério realiza uma alteragdo no material de colheita, como uma
mudanga de fornecedor dos tubos de colheita, € necessario testar e avaliar os diferentes
tubos de vacuo existentes no mercado, realizando testes e comparando a variagcdo nos
resultados obtidos para tubos de diferentes fornecedores.

Lima-Oliveira et al (2012) realizou uma avaliagéo a cinco tubos de vacuo de diferentes
fornecedores, para analises bioquimica de rotina, e constatou que estavam validados para
83,3% dos analitos bioquimicos no entanto, 16,7% dos testes efetuados n&o obtiveram
validagdo. A concentragcédo do gel separador do coagulo bem como a composigao deste gel
sao patenteadas, um “segredo industrial”, que nao ajuda a clarificar as causas das variagdes
encontradas. A diregéo clinica do laboratério deve avaliar a qualidade dos seus materiais de
colheita, quer os tubos de vacuo, quer o restante material que utiliza no processamento das
analises .

A qualidade do material usado na colheita de sangue é muito importante para o
flebotomista pois permite trabalhar com maior seguranga em situagées que nem sempre sao
as mais faceis com veias que nem sempre sao faceis de puncionar.

A colheita de sangue venoso deve obedecer a sequéncia de acontecimentos
recomendados pelas diretrizes para colheita de sangue da Organizagao Mundial de Saude e
que a autora segue na sua pratica diaria. A autora, como flebotomista, interpreta e verifica
a solicitagdo médica, certifica-se de que o individuo estd em condi¢cdes para realizar a
colheita. Questiona o individuo sobre o tempo de jejum e a medicagdo que realiza

diariamente, factos importante para a interpretagao de resultados algo anémalos.
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Um cédigo de barras é emitido e contém o numero que foi atribuido aquando da
admissdo na rececao e permite rastrear todo o processo analitico. Com este codigo de
barras marca os tubos que ira utilizar na colheita de sangue.

O torniquete deve ser aplicado 7.5 a 10 cm acima do local da pungao, e ndo deve
apertar mais que 1 minuto, sendo o ideal 30 segundos (Lima-Oliveira et al, 2015). A
estenose provocada pelo torniquete reduz o fluxo sanguineo e é responsavel pelo efluxo de
agua do vaso sanguineo para o espaco intersticial. Os elementos com baixo peso molecular
difundem-se com a agua enquanto que os compostos com elevado peso molecular e as
células ficam concentrados na veia.

Foi demonstrado por Lima-Oliveira et al (2015) o impacto que a estenose provocada
pela aplicagao do torniquete tem em analises de rotina. No estudo realizado, a partir dos 60
segundos analitos como glucose, proteinas totais, albumina, fosfatase alcalina,
triglicerideos, potassio, calcio, magnésio entre outros, sofrem um aumento significativo.

O local de pungédo deve ser devidamente desinfetado, prevenindo infe¢gdes por
microrganismos existentes na pele, deve aguardar que o desinfetante seque antes de
realizar a pungéo. A desinfecdo deve ser realizada apés a aplicagao do torniquete e antes
da pungao (Lima-Oliveira et al, 2017).

As veias do brago sao preferenciais, na regiao da fossa ante cubital, podendo recorrer
as veias localizadas no dorso da mao, quando as primeiras nao estdo disponiveis ou sao
inacessiveis (Andrilo et al, 2010).

De acordo com Lima-Oliveira et al (2015), na pratica diaria mais de 78 % das colheitas
de sangue periférico é realizada na veia cubital mediana, e baseada na distribuigdo cutanea
das veias e nervos, a veia cubital mediana corresponde ao local de menor risco em toda a
regiao cubital.

A colheita de sangue é realizada com a pungdo na veia selecionada e os tubos
colhidos na sequéncia correta, de acordo com as analises solicitadas. De seguida, realiza-se
a homogeneizagao dos tubos por inversédo, de acordo com as orientagdes do fornecedor. A
inversao dos tubos colhidos com o sistema de vacuo, mesmo que seja vigorosa de acordo
com Lima-Oliveira et al, (2012) ndo vem introduzir um fator de erro no resultado laboratorial.
Os tubos colhidos devem ser colocados num suporte na posigao vertical.

Ao individuo é colocado um penso rapido no local da pung¢ao e é recomendado nao
dobrar o brago, n&do carregar pesos com o brago onde foi realizada a pungao, para evitar

complicagbes como o surgimento de hematomas (Al-Abdulrazzak et al, 2017).

3. Triagem de Produtos Biolégicos

3.1 Preparagao das Amostras Colhidas
As amostras colhidas nas instalagées do laboratério e nos postos de colheitas séo

rececionadas no interior do laboratério, numa area destinada €& triagem, preparagao e
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armazenamento de amostras. Neste local é realizada uma primeira abordagem as amostras,
sendo separadas por tipo de produto, sangue, urina ou exsudados, de seguida, por tipo de
tubo colhido (tubos de soro, tubos de hemograma, tubos de citrato, tubos de heparina, etc.)
e tipos de urina (urina tipo Il, urina assética, urina de 12h, urina de 24h).

Os tubos de soro depois de colhidos devem permanecer a temperatura ambiente
durante 1 hora antes de serem centrifugados. O tempo de espera esta dependente da acao
do pro-coagulante aditivo existente nos tubos. Os tubos com aditivo citratado, ou heparina
sdo centrifugados sem ser necessario aguardar qualquer tempo de espera, para obter a
separagao entre plasma e elementos figurados do sangue (Lima-Oliveira et al, 2018).

A centrifugacdo dos tubos de colheita € um passo critico, uma vez que uma
centrifugacéao incorreta pode prejudicar a integridade da amostra. A for¢ga de centrifugagao
(g-force) nem sempre é mencionada como uma fonte de variacdo no processo pré-analitico
no entanto, o laboratério deve definir qual a forga relativa de centrifugagao a utilizar, bem
como o tempo de centrifugagdo necessario, tendo em atengdo as recomendagdes do
fabricante dos tubos de colheita (Monneret et al, 2016).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, tubos com anticoagulantes devem
ser centrifugados a 2000-3000g durante 15 minutos e os tubos de soro durante 10 minutos a
15009 (Al-Abdulrazzak et al, 2017) .

A centrifugagéo dos tubos ocorre muitas vezes nos postos de colheita, ainda fora das
instalagdes do laboratdrio, uma vez que estes locais nem sempre sdo muito proximos do
laboratdrio central.

Os estudos realizados por Friedel & Mattenheimer (1970), referiam que os tubos de
soro que aguardam durante um periodo superior a 2 horas para centrifugagdo podem
apresentar concentracbes mais elevadas de alguns analitos, porque existe difusdo dos
analitos presentes no interior de eritrocitos, leucécitos ou plaquetas para o soro, falseando
assim a sua concentragao.

Os tubos de soro sao observados tendo atengcédo para a presengca de hemodlise,
existéncia de tubos de soro visivelmente lipémicos, se tém quantidade suficiente de amostra
e se respeitam a proporgao aditivo/sangue. Os cédigos de barras que identificam os tubos
devem estar intactos, caso seja necessario sdo tirados novos cédigos de barras para
substituir os que estdo sujos ou rasgados e se a amostra for francamente insuficiente é
pedida uma repetigdo de colheita.

Enquanto os tubos de soro e com aditivo (citrato/EDTA-k2/heparina) estdo em
centrifugagéo, inicia-se o processo de triagem dos tubos de hemograma, urinas tipo Il, urina
assética, zaragatoas com exsudados, entre outros no sistema informatico do laboratério. E
com a utilizagado de interfases informaticos como o Process System Managemant (PSM) que
os produtos biologicos de cada individuo ficam registados no sistema informatico do
laboratoério, sendo possivel a sua rastreabilidade, bem como a criagao de listas de trabalho

em cada area do laboratério.
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3.1.10btencédo da Amostra de Soro

A amostra mais utilizada na realizagdo da maioria das analises bioquimicas e
imunoldgicas, entre as quais se encontra a eletroforese de proteinas e a imunofixagéo é o
soro. A colheita de sangue para obtencdo de soro é realizada em tubos secos ou com
aditivo que favorece a coagulagao, ou com gel separador.

O soro é definido como a parte liquida do sangue obtido apds o processo de formagéao
do coagulo e posterior centrifugagéo. A sua aparéncia nos tubos de colheita é de um liquido
de coloragdo amarelada, normalmente limpida separado por um gel, de um coagulo de
células e fibrina que se deposita no fundo do tubo (Lima-Oliveira et al, 2018).

A principal diferenca entre o soro e o plasma € que uma amostra de plasma € obtida
sem que haja a formagdo de um coagulo, ou seja sem que se utilizem as proteinas de
coagulagado, uma vez que este processo é travado pelo anticoagulante presente no tubo de
colheita e a sua centrifugagéo pode ser imediata (Lima-Oliveira et al, 2018).

Rosenberg-Hasson et al, (2014) refere que a amostra de soro tem na sua composi¢ao
agua, albumina, globulinas, lipoproteinas, aminoacidos, enzimas, hormonas, compostos
nitrogenados, varios ides e outras substadncias como, as citoquinas. O plasma possui a
mesma constituicdo do soro, mas com o fibrinogénio e as proteinas de coagulagédo. Ainda
apresenta ligeiras diferengas nas concentracbes dos ides e possui uma densidade

ligeiramente superior & da densidade da amostra de soro.

Fig.1— Processo de centrifugagdo com movimentagcdo do gel separador (na imagem com coloragdo azul
claro), devido a forga de centrifugagao e a diferenga de densidade entre soro (1.024g/mL), gel separador (de 1.040
a 1.050g/mL) e coagulo (1.092 a 1.095g/mL) (Adaptado de Lima-Oliveira et al, 2018).

Na Fig.1 é possivel observar como o sangue colhido para um tubo com gel
separador e apods formar coagulo composto por proteinas entrelagadas, sofre uma
movimentagdo quando é centrifugado. O coagulo desce para a parte inferior do tubo e o
soro fica na parte superior do tubo de colheita, separados pelo gel. E a diferenca de
densidade e a forga de centrifugacdo que permitem esta movimentagao.

Uma outra amostra muito utilizado em eletroforese é a urina. E uma amostra de
facil obtencao, sendo preferivel uma urina de 24 horas quando se proceder a eletroforese de
proteinas urinarias, imunofixagdo ou para dosear cadeias leves livres (Harris & Winter,
2012).
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3.2 Triagem de amostras biolégicas usando o Process System
Managemant (PSM)

O Process System Management (PSM) € um interface que permite a separagao e
distribuicao dos produtos bioldgicos pelas diferentes areas do laboratério, e também permite
registar a chegada das amostras, na ficha de cada individuo. A autora utilizou este sistema
no seu trabalho diario.

O PSM é constituido por um computador, com leitor de cddigo de barras e com uma
impressora de cédigos de barras associado. Quando o cédigo de um produto bioldgico é
introduzido no PSM, quer pelo leitor de cédigos de barras quer manualmente, por inscrigao
do cddigo, o equipamento reconhece a que area de trabalho pertence o produto e da a
indicagdo ao técnico para onde se destina. Por exemplo, ao passar um cédigo de um tubo
de soro, o equipamento distribui consoante as analises registadas. Se as analises prescritas
forem eletroforese de proteinas e imunofixagdo e doseamento de imunoglobulinas, o
equipamento imprime um conjunto de etiquetas que permitem a separagédo do soro do tubo
primario ( tubo de colheita para soro) unico, em varias aliquotas, consoante as analises. A
criagdo de aliquotas permite melhorar o fluxo de trabalho do laboratério, tornando-se mais
rapido. Desta forma, cada area recebe uma amostra para trabalhar sem que tenha que
aguardar pelo tubo primario.

No laboratério onde trabalhou, por opgao da Diregdo Técnica, o tubo de soro primario
apenas era usado na area da Bioquimica, sendo depois arquivado em sero teca durante 7
dias a 2° a 8°C. As aliquotas produzidas depois de utilizadas pelas diferentes areas sao
descartadas.

No final de cada manha e apds triar todas as amostras colhidos e entregues nesse
dia, é possivel verificar quais as amostras em falta e confirmar as amostras que deram
entrada nesse dia.

As faltas de amostra devem coincidir com as faltas registadas pelos técnicos
flebotomistas que realizam as colheitas. Quando tal ndo se verifica € necessario contactar
com o técnico de colheita ou por vezes com o préprio individuo.

A triagem de produtos bioldégicos num laboratdrio de analises clinicas € um processo
da fase pré-analitica que requer muita atencao e cuidado, uma vez que podem ocorrer erros
que interferem nos resultados clinicos.

As amostra de plasma e soro, com ou sem gel separador podem sofrer alteragdes
com o decorrer do tempo, até a chegada ao laboratério, pelo que a sua conservagao e
transporte sao fatores determinantes para a obtengao de resultados fiaveis.

De acordo com O’Keane & Cunningham (2006), existe uma falta de consenso quanto
a qual o melhor tipo de amostra a escolher para a realizagdo das analises bioquimicas,
sendo o soro obtido através da coagulagdo do sangue, a amostra de eleicao para muitos
laboratorios. Foi realizado, por estes autores, um estudo em que analitos bioquimicos de

rotina foram testados usando diferentes tipos de amostras obtidas de tubos de soro sem gel
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separador, plasma e de tubos de soro com gel separador. Os resultados permitiram concluir
que o soro obtido de tubos com gel separador apresenta vantagens em relagdo ao soro
obtido sem gel separador e em relagao ao plasma. Quando os analitos foram determinados
com apenas 2 horas decorridas apés a colheita, as diferencas entre os valores obtidos n&do
foi muito significativa, com excecéo do potassio. Os tubos com gel separador apresentam
um aumento da estabilidade de analitos como o potassio, a ureia e a creatinina, quando
comparados com os tubos com plasma e no caso do potassio e da creatinina quando
comparados com tubo de soro sem gel separador, a temperatura ambiente. Os autores
concluiram que que o tubo de soro com gel separador apresenta vantagens para os analitos
bioquimicos de rotina e também maior protegéo contra contaminagbes uma vez que néao é
necessaria a aliquotagem, com exceg¢ao do analito fenitoina que requer aliquotagem para
posterior analise, devido a sua instabilidade.

Foi demonstrado por Cuhadar et al, (2012) que os analitos bioquimicos determinados
em tubos de soro com gel separador nao apresentam diferengas significativas a temperatura
ambiente durante cerca de 3 dias, mas € importante referir que em locais em que a
temperatura ambiente é superior a 21°C é necessario recorrer a refrigeragdo com intervalo
de 4°C a 8 °C, o que permite uma estabilidade de 7 dias. A congelagao de amostras de soro
a cerca de -21°C pode proteger a qualidade da amostra até 1 més, mas tudo detende do
analito em questao.

A quantidade e qualidade da amostra tém que ser uma preocupagao constante, uma
vez que pequenas quantidades de amostra podem originar resultados incorretos, bem como

amostras mal conservadas (Grankvist et al, 2018).
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Fig.2- Exemplo do processo de triagem no Laboratério Clinico
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Na Fig.2 é possivel observar a dindmica que existe diariamente no sector da triagem
de um laboratdrio. Uma amostra conforme é fundamental para a obtengcdo de um resultado
fiavel. Quando este facto ndo se verifica, quer por uma amostra visivelmente hemolisada ou
de pouca quantidade devido a uma ma pratica de colheita, ou lipémica, devido a falha no
cumprimento da preparagao por parte do individuo, é necessario ter a coragem de pedir uma
nova amostra. Este facto € por vezes dificil de explicar a um individuo sem conhecimento de

causa.

Parte Ill

1. Resposta imunitaria responsavel pela sintese de Imunoglobulinas

O sistema imunitario participa na manutengcédo da Homeostasia do organismo através
de interagdes celulares e moleculares complexas. O conhecimento destas interagbes
permite uma atuagao clinica mais segura e uma melhor identificagdo de padrdes
fisiopatolégicos associados a perturbagdes no equilibrio individuo. O organismo reage a
infegcdes, tumores e transplantes e € importante conhecer a forma de funcionamento do
sistema imunitario, as suas células e os processos de ativagdo. Mas, mais concretamente
dos linfécitos B, produtores de imunoglobulinas cujas alteragdes sédo responsaveis pelo
aparecimento de gamopatias. Os diferentes componentes do sistema imunitario sao
ativados em cada situagao, contribuindo muitas vezes para os sinais e sintomas observados
pelo individuo (Barbuto et al, 2014).

As principais células da resposta imune adaptativa sao os linfocitos B, T e células NK.
Os linfécitos sao células de 6 a 15 ym de didmetro e que tém origem na medula éssea. No
sangue periférico circulam em numero variavel e representam 35% dos leucdcitos (Barbuto
et al, 2014).

Na medula d6ssea o percursor linfoide sofre diferenciagdo passando a células
precursoras proé-linfocito B, pro-linfécito T e pro-NK. Esta diferenciagdo ndo apresenta
alteragdes em etapas morfologicamente muito diferentes. Os diferentes tipos celulares so se
diferenciam apds a apresentagdo do antigénio especifico. Quando esta etapa acontece
ocorre ativagado linfocitaria com mudangas morfolégicas e bioquimicas e o linfocito
transforma-se em linfoblasto ativado e posteriormente em plasmodcito para sintese de
imunoglobulinas ou em linfécito T citotdxico (Soane, 2002).

Os linfocitos B apresentam uma ligagéo direta entre o local de recetor do antigénio e o
proprio antigénio, o que ndo acontece nos linfécitos T. E esta ligagdo que permite a
producao de anticorpos ou imunoglobulinas. Apds a ligagdo ao recetor do antigénio é
ativada, como referido, a producao de diferentes classes que possuem maior afinidade pelo

antigénio. Este processo € denominado maturagédo do anticorpo (Barbuto et al/, 2014).
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As moléculas responsaveis pelo reconhecimento de antigenios, nos linfécitos B sao as
imunoglobulinas de membrana, IgM e IgD. Estas sdo a contrapartida dos recetores de
linfocitos T (TCR) e por analogia sao denominadas recetores de linfocitos B (BCR) em

alguns contextos.

1.1 Maturagao dos Linfécitos B

O desenvolvimento das células do plasma inicia-se com a hematopoiese no
microambiente da medula dssea, por influéncia de uma tirosina kinase (FLT3), moléculas de
adesao (CAM e VLA-4/VCAM-1), interleucina -17(IL-7), formando-se uma célula pré-linfocito
B imatura. A célula pro-linfécito B imatura sofre uma recombinagdo do segmento do gene D
para o segmento do gene J, na cadeia pesada do gene da imunoglobulina (IgH), no
cromossoma 14. A recombinagédo dos segmentos D para J (DJ) acontece nesta fase inicial
do pro-linfécito B. Quando o pré-linfécito B esta maturo a IL-7 continua a estimulagéo e
ocorre a recombinagdo do segmento V do gene para o segmento DJ, formando a regidao
variavel da cadeia pesada da imunoglobulina. A expressao da cadeia pesada mu,
juntamente com a cadeia leve sucedanea origina a expressao da superficie da pré célula-B
recetora e a identificacdo da maioria das pré células-B. A cadeia leve é emparelhada com a
cadeia pesada. Apds a recombinacao da cadeia leve se expressar, juntamente com a cadeia
pesada mu, o recetor de célula B IgM mondmerico (BCR) € expresso na superficie das
células B. Esta célula é determinada uma célula B imatura. Se esta célula experimentar uma
estimulagao significativa por contacto entre o seu BCR e um antigénio, o linfécito B imaturo
pode desencadear o processo de apoptose ou pode tornar-se anérgica, isto €, a célula esta
viva mas nao reage (Harris & Winter, 2012).

Através da expressao do RNA mensageiro, pela transcricdo do segmento génico
constante delta, do segmento génico constante mu e a variabilidade obtida pela
recombinacao, o linfécito B maturo vai expressar na sua superficie a IgD e a IgM.

Quando o linfocito B maturo contacta com o antigénio através do seu BCR e recebe
informacdo CD4 das células T, a célula B matura sofre alteragdes, prolifera para expressar
IgG, IgA ou IgE, em vez de IgM ou IgD. Pode ainda evoluir para uma célula do plasma ou
uma célula B de memodria (Harris & Winter, 2012).

Na fig.3 é possivel observar todo o processo de maturagéo dos linfocitos B.
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Fig. 3 — Maturagao dos linfécitos B e sintese de imunoglobulinas (Adaptado de Arantes, 2018).

2. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas constituem um grupo de glicoproteinas presentes no soro e
fluidos teciduais de todos os mamiferos. Algumas estdo situadas na membrana dos linfocitos
B e funcionam como recetores para antigénios, enquanto que outras estao livres no soro ou
na linfa. Ao contrario de outras proteinas plasmaticas as imunoglobulinas nao séao
sintetizadas no figado, mas sim nas células do sistema imunitario, os linfécitos B. Em média
tém um periodo de atividade de 6 a 21 dias, dependendo do tipo de gamaglobulina (Harris &
Winter, 2012).

As imunoglobulinas sao sinébnimo de anticorpos, uma vez sao a “arma de ataque” do
sistema imunitario. Estas ligam-se a antigénios da superficie celular e desencadeiam um
conjunto de eventos que incluem a ativagéo de proteinas do complemento, que desencadeia
a destruicdo ou a fagocitose de células alvo; a opsonizagdo de células bacterianas,
anticorpos ligam-se a parede de células bacterianas e potencia a fagocitose destas células
alvo; inativagao de toxinas bacterianas ou particulas virais; a formagdo de um complexo
imune com a deposigdo de combinados anticorpo-antigénio (Harris & Winter, 2012).

Cada cadeia de imunoglobulina é formada a partir de segmentos génicos que se
rearranjam numa sequéncia especifica para originar a cadeia completa. A porgao variavel da
cadeia pesada das imunoglobulinas é codificacada pelos segmentos VH, DH e JH. Ha mais
de 50 genes VH, ~25 DH e 6 JH dispostos sequencialmente no cromossoma, seguidos das

regides constantes Cu, Co, Cy3, Cy1, Ca1, Cy4, Cy2, Ce1 e Ca2. Nas cadeias leves os
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segmentos sao: ~35 VK, 5 Jk e um sé segmento Ck; ~30 VA e 4 conjuntos JACA (Harris &
Winter, 2012)

2.1 Estrutura e Classes de Imunoglobulinas

As imunoglobulinas séo proteinas soluveis libertadas pelos linfécitos B ativados. A
estrutura das imunoglobulinas compreende um dominio variavel e um dominio constante.
Conhecer a sua estrutura vai permitir compreender melhor como estas imunoglobulinas se

comportam na eletroforese de proteinas.

Cadeia pesada

Sitio de ligac&o do Pontes
antigeno W / dissulfeto

Dominio Variavel [

Dominio Constante
S

Cadeia leve’
N

" Regido da
| dobradica

Cadeia pesada—>

Carboidrato

Fig. 4 Estrutura de uma imunoglobulina IgG, onde é possivel observar as diferentes regides que a
constituem (Adaptado de Canhas, 2011).

As imunoglobulinas possuem como unidade basica duas cadeias leves e duas
cadeias pesadas. As cadeias dobram-se em regides denominadas de dobradiga. Cada
cadeia leve ou pesada apresenta uma regido constante e uma regiao variavel, também
designadas de dominios como € visivel na Fig.4. Uma imunoglobulina de unidade basica
apresenta dois locais de ligagao ao antigénio e a sua estrutura tem a forma de Y.

Na Fig.4 é possivel observar também as pontes dissulfeto que ligam as cadeias entre
si, a regido de dobradica que confere flexibilidade a molécula, uma vez que nao se trata de
uma molécula reta. A molécula com esta estrutura € denominada monomeérica e representa
a unidade basica do anticorpo. No entanto, a estrutura das imunoglobulinas pode ser
dimérica, no caso da IgA, com duas unidades basica, ou pentamérica, no caso da IgM, com
cinco unidades basicas ligadas com uma cadeia “J” como é possivel observar na Fig.5
(Harris & Winter, 2012).
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Fig.5 Estrutura das principais imunoglobulinas IgG, IgA, IgD e IgE com uma estrutura monomérica, IgA
secretora com estrutura dimérica e IgM com estrutura pentamérica e monomeérica (Martelli et al, 2017).

Os bragos da estrutura em forma de Y podem sofrer clivagem proteolitica o que
permite obter fragmentos de imunoglobulinas, que tém interesse do ponto de vista
experimental e terapéutico. A clivagem pela papaina gera dois fragmentos de ligagdo ao
antigénio (Fab) e um fragmento (Fc) com fungdes de ligagdo a superficie das células e de
ativacado do complemento.

As imunoglobulinas estdo divididas em classes ou is6topos que sdo determinados
pelas cadeia pesadas. Existem cinco classes de cadeia pesadas denominadas gama, alfa,
mu, delta, épsilon e ao combinarem com as cadeias leves, que sao de dois tipos lambda e
kappa, vao originar as cinco classes de imunoglobulinas: IgA, 1gG, IgM, IgD e IgE. As
imunoglobulinas apenas podem conter um tipo de cadeia leve, lambda ou kappa, € nunca as
duas (Harris & Winter, 2012).

As imunoglobulinas IgG e IgA podem ainda apresentar subclasses (IgG1,1gG2,lgG3,
IgG4 e IgA1, IgA2) que correspondem a diferengcas alélicas no genes das pesadas

originando a variabilidade.

Tabela3 —Estrutura e Caracteristicas das Imunoglobulinas (Adaptado de Delves et al, 2017).

Imunoglobulina | Estrututa Caracteristicas
IgA Monomérica | Presente no trato gastrointertinal, respiratério e urogenital.
L. Presente na secregdo das mucosas.
Dimérica
IgG Monomeérica | Imunoglobulina responsavel pela imunidade adquirida.
IlgD Monomérica | Esta presente na membrana dos linfécitos B como local
de ligagéo (BCR).
IgE Monomérica | Esta presente em processos alérgicos e parasitarios.
IigM Monomérica | Esta presente na membrana dos linfécitos B como local
de ligagéo (BCR).
. Presente no soro e é secretada precocemente na
Pentamérica . .
resposta imune adquirida.
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As imunoglobulinas diferem em tamanho, carga elétrica, em composicdo de
aminoacidos e no conteudo de carbohidratos. Do ponto de vista eletroforético, as
imunoglobulinas apresentam um padrdao de heterogeneidade, desde a fragdo alfa até a

fragdo gama de um soro normal (Morrison et al, 2019).

2.2 Alteragdes nas Imunoglobulinas

A sintese de um clone de células do plasma pode produzir imunoglobulinas que sao
clones umas das outras. Este aumento de clones de células plasmaticas, pode indicar
malignidade. O crescimento e proliferagdo destas células esta associado ao aparecimento
de imunoglobulinas monoclonais. Esta imunoglobulina monoclonal pode evoluir
significativamente e dominar toda a zona das imunoglobulinas na eletroforese de proteinas
séricas. Nas neoplasias das células do plasma existe uma desregulagao evidente da sintese
de imunoglobulinas. Este disturbio pode levar a um excesso de produgédo de
imunoglobulinas de cadeias leves. O aumento de cadeias leves livres pode desencadear
patologias como a amiloidose (Harris & Winter, 2012).

O mieloma multiplo € uma neoplasia das células plasmociticas caracterizada pela
proliferacdo clonal de células malignas na medula éssea. Num sistema imunitario normal, a
medula 6ssea produz uma extensa variedade de linfocitos B com caracteristicas proprias
que permitem neutralizar diferentes antigénios. Os linfocitos B sofrem rearranjos genéticos,
denominados recombinacdo V(D)J, que introduz variabilidade na regido variavel da
imunoglobulina. Se existir exposicdo a antigénio, os linfécitos B diferenciam-se em
plasmdcitos que segregam imunoglobulinas especificas para este antigénio O sistema
imunitario regula-se até que estas células deixem de produzir imunoglobulinas especificas,
com a diminuigdo da presenca do antigénio (Morrison et al, 2019).

No mieloma e em outras gamopatias, os linfocitos B sofrem modificagdes quer
genéticas, quer microambientais. Estas modificagbes contribuem para a alteracdo e
proliferagdo das células linfociticas, levando a produgdgo de um clone de células
plasmociticas que apenas segregam uma imunoglobulina monoclonal (Morrison et al, 2019).
Esta imunoglobulina monoclonal pode ser IgA, IgG, IgM, IgD ou IgE, compostas por duas
cadeias leves e duas pesada ligadas por pontes dissulfito como é possivel observar na
Fig.4. A imunoglobulina monoclonal pode ser composta por uma cadeia leve apenas (kappa
ou lambda) ou raramente por uma Unica cadeia pesada (Morrison et al, 2019).

Para conhecer e compreender uma patologia de natureza monoclonal é necessario ter
sempre presente o processo de resposta imunolégico, em que ocorre maturagdo dos
linfocitos B e a sintese das imunoglobulinas. Quando ocorrem alteragdes como referido
anteriormente, sdo responsaveis por estas doengas. As imunoglobulinas sdo proteinas com

diferentes estruturas e com uma constituicdo muito prépria. E através da utilizacdo de
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técnicas laboratoriais como as que a seguir se descrevem que € possivel caracterizar e

identificar as imunoglobulinas monoclonais responsaveis por diferentes tipos de patologias.

Parte IV

1.Proteinas séricas

Com excegdo das imunoglobulinas e das hormonas a maioria das proteinas
plasmaticas séo sintetizados nos hepatdcitos e libertadas na corrente sanguinea. Como
mencionado anteriormente o soro e o plasma séao diferentes na sua formagéao e constituigao.
O soro e o plasma diferem na sua concentragdo de proteinas e tipo de moléculas. Na
verdade, o soro é isento de fibrinogénio e de muitos fatores proteicos associados ao
processo de coagulagdo, que sdo consumidos durante a formagado do coagulo, antes da
centrifugacao.

O plasma é composto por 93% de agua e aproximadamente 7% de material sélido,
proteinas e eletrdlitos. A concentragao de proteinas é de 70 a 80 miligramas por mililitro de
plasma. Nas analises clinicas laboratoriais e quando se pretende realizar a eletroforese de
proteinas utiliza-se soro e nao plasma para que néo exista interferéncia do fibrinogénio na
eletroforese (Harris & Winter, 2012).

A composigao das proteinas no soro pode variar consoante as condigdes fisiologicas
e patoldgicas do paciente. A existéncia de danos celulares ou mudangas no metabolismo,
que ocorrem numa variedade de doengas, sdo responsaveis por variagdes na concentragao
das proteinas séricas bem como na quantidade de fragbes proteicas observadas em
eletroforese (Harris & Winter, 2012).

As proteinas produzidas pelo sistema linfoide s&o essencialmente as imunoglobulinas,
que sao produzidas por diferentes clones de plasmdcitos, ou seja as imunoglobulinas sao
policlonais. As variagdes que apresentam nos aminoacidos vao resultar em migragoes

distintas num sistema de eletroforese.

2. Determinagao de Proteinas Séricas por Eletroforese

A analise das proteinas com interesse clinico teve o seu inicio em meados do século
XIX, e no inicio de século XX ja existia distingdo entre albumina e globulinas, o que teve a
sua influéncia na avaliagdo de patologias renais. Os estudos da mobilidade eletroforética
das proteinas foram inicialmente desenvolvidos por Tiselius em 1930 e envolviam um meio
de suporte liquido num tubo em forma de U. Também utilizava um sistema o6tico, que

detetava a luz refratada pelas proteinas a medida que circulavam no tubo. O liquido ou
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tampdo entrava em contacto com os elétrodos e quando era adicionada uma corrente
elétrica as proteinas moviam-se em direcdo ao anodo. O desenvolvimento da eletroforese
de zona vem trazer um meio de suporte estavel, em que as proteinas podiam migrar, ser
coradas e quantificadas. O primeiro meio de suporte usado foi o papel de filtro em 1937,
contudo s6 na década de cinquenta €& que estas técnicas foram simplificadas e
rigorosamente alteradas para uso em laboratério clinico. A eletroforese em papel de filtro
apresentava limitagdes como o facto de ser muito lenta, sendo necessario varias horas para
conseguir uma separagao adequada das proteinas, a sua resolugao era fraca e com
bastantes problemas na absorgédo de substancias nao proteicas. Estes problemas obrigaram
a uma procura de outros meios de suporte para a eletroforese e que surgiram com o acetato
de celulose e o gel de agarose (Keren, 2003).

A eletroforese € uma técnica laboratorial que pode ser utilizada para separar
moléculas, como as proteinas do soro ou da urina, usando um campo elétrico. Esta técnica
permite separar as diferentes proteinas em bandas consoante as suas caracteristicas, carga
e peso molecular. A razdo pela qual ocorre esta separagdo e migragcao das diferentes
proteinas, quando expostas a um campo elétrico, € devida ao facto de as proteinas
apresentarem aminoacidos ionizaveis, que lhes permite ter carga negativa ou positiva e
assim ter um comportamento facilmente reconhecido.

As proteinas, sédo sujeitas a uma forga provocada por um potencial elétrico formado
devido aos polos positivo e negativo, e irdo migrar consoante a sua carga e peso molecular,
e de seguida coradas com um corante especifico, como o azul de Coomassie ou nitrato de
prata. Apos a coloragdo é possivel observar as diferentes bandas de proteinas (Georgiou,
2008). Através de técnicas como a densitometria é possivel obter um grafico com a
representacdo das bandas obtidas por eletroforese, ou seja, as bandas coradas séao
convertidas em fragdes.

A determinagdo da concentracao das diferentes fragdes de proteinas tornou-se
também possivel de forma automatizada, através de sistemas informaticos que com a
concentragéo total das proteinas no soro e as percentagem de cada fragdo de proteinas
conseguem obter as concentragdes em g/L de cada fragdo (albumina, alfal, alfa2, Beta e

gama).
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Fig.6-Comparagdo entre as bandas eletroforética de um soro de controlo normal e de um soro de um
paciente com uma banda anormal, na fragdo gama. Na representacéo grafica é possivel observar um pico suspeito
da presenga de uma proteina monoclonal (Adaptado de Morrison et al, 2019).

Na interpretacdo de uma eletroforese sérica € importante ter em consideragdo a
presenca de bandas anormais, em comparagdo com o soro de controlo normal, nas
diferentes fragbes proteicas: albumina, alfa 1, alfa 2, beta 1 e beta 2, e ainda a fragdo gama
Na Fig.6 é possivel observar uma banda anormal suspeita de proteina monoclonal, na
fragdo gama, quando comparada com um soro de controlo normal.

As razbes que levam o clinico a prescrever uma eletroforese de proteinas sérica ou
urinaria podem estar associadas a sintomas de dor 6ssea, falha renal sem qualquer motivo,
anemia de causa desconhecida, proteinuria, hipercalcemia, cardiomiopatia, valor de
proteinas totais elevado e albumina baixa (devido a elevada concentracdo de
imunoglobulinas) (Lee et al, 2017).

As patologias malignas mais graves, como o Mieloma Multiplo e a Amiloidose, sdo
detetadas com a ajuda de técnicas laboratoriais como a eletroforese de proteinas séricas e
urinarias, por vezes ainda antes de existirem sintomas fisicos da doenga. No Mieloma uma
banda monoclonal pode ser facilmente observavel enquanto que na Amiloidose este facto
pode nao ocorrer sendo mais facil de identificar a presenca de cadeias leves livres na urina.
Este facto acontece porque as cadeias leves livres sao facilmente filtradas no glomérulo e
sdo representadas como uma banda monoclonal na eletroforese das proteinas urinérias ndo
aparecendo na eletroforese sérica destes pacientes (Lee et al, 2017).

No que respeita as proteinas de inflamagéo, é importante distinguir alteracdes que
indiquem uma inflamagao aguda, crénica ou ambas. Na eletroforese urinaria de proteinas é
também importante ter em conta a presenga de banda anormais ou a auséncia de bandas
normais, que tal como na eletroforese de proteinas séricas pode indicar a presenga de uma

banda monoclonal mas, que na urina esta associada a uma cadeia leve livre.
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2.1 Eletroforese em Acetado de Celulose e em Gel de Agarose

A eletroforese em acetato de celulose foi o método mais usado durante varios anos,
sendo superior ao papel de filtro porque, ocorria pouca adsorgdo do soro no ponto de
aplicacao, a separagao das principais bandas de proteinas era bem definida e a rapidez de
resolugcdo muito maior (Keren, 2003).

A eletroforese em acetato de celulose realizada a pH 8.9 permite a observagao de
cinco a seis bandas: albumina e quatro a cinco globulinas, em que cada fragéo ,alfa 1, alfa 2,
beta e gama. Por vezes é possivel observar a banda beta dividida em beta 1 e beta 2, com
um soro fresco e um tamp&o com calcio ionizado (Visconti, 2002).

O sucesso deste meio de suporte deve-se a sua simplicidade, a sua reprodutibilidade,
a uma quantificagdo das proteinas por densitometria bastante fiavel e ainda, apresentava
custos relativamente baixos. No entanto, este tipo de eletroforese apresentava alguns limites
na sua sensibilidade, como por exemplo quando surgiam anomalias subtis nas bandas, que
poderiam ser gamopatias monoclonais, especialmente na regido da alfa 2 e beta e que
muitas vezes ndo eram detetadas (Keren, 2003).

O gel de agarose utilizado como suporte em eletroforese, tem uma estrutura quimica
complexa. O agar é um polissacarideo e é dele que é produzida a agarose. A agarose
purificada reduz o efeito endosmético, no entanto alguns fabricantes usam agaropectina,
também proveniente do agar, para promover a endosmose. Na eletroforese de proteinas é
importante existir um fluxo forte em diregdo ao catodo, para que sejam visiveis bandas
monoclonais se existirem, e para que se afastem as proteinas do seu ponto de origem. O
afastamento é importante para que nao se registem anormalidades e distor¢ées no ponto de
aplicacao. Este facto pode ser especialmente importante quando existem crioglobulinas a
precipitar no ponto de aplicagdo da amostra.

A agarose é um polissacarideo livre de grupos ionizados e tem vantagem por ter
pouca afinidade com as proteinas permitindo, depois de corado e seco, uma boa
quantificagao pelo densitdmetro e consequentemente uma eletroforese de alta resolugao
(Pardini, 2003).

Utilizando o acetato de celulose ou o gel de agarose, é necessario experiéncia e
conhecimento para valorizar ou n&do determinados aspetos das bandas obtidas na
representagdo grafica das proteinas. E um método que tem vindo a ser substituido pela
capilaridade.

A autora utilizou ambos métodos, quer o gel de agarose, quer o acetato de celulose e
pbde constatar as dificuldades na interpretagdo de tragados e a importéncia de um soro

fresco, nao hemolisado e sem fibrinogénio na obtengdo de um resultado fiavel.
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2.2 Eletroforese por Capilaridade

Os equipamentos automatizados onde a eletroforese é realizada por capilaridade
apresentam resultados mais detalhados, sdo mais auténomos, com maior precisdo e mais
rapidos. A quantidade de amostra de soro ou urina que necessitam é bastante pequena
(Bossuyt, 2003).

O MINICAP (Sebia) representado na Fig.8 €& um equipamento que utiliza a
capilaridade, o que permite maior precisdao na separagao das bandas de proteinas e na
interpretacdo dos resultados quando comparado com meios de suporte como o acetato de
celulose ou gel de agarose.

A eletroforese de proteinas por capilaridade utiliza como método a separacao
baseada num fluxo através de um tubo capilar de silica com caracteristicas para diferenciar
diversas moléculas de acordo com o seu tamanho e propriedades. E um método semelhante
a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), possuindo um capilar com propriedades
comuns a agarose. Este método deteta e quantifica as banda de proteinas sem a
necessidade de densitometria. Por ser um método de alta resolugado, permite a separagao
mais eficiente das bandas e a observagao de picos existentes quer na zona da beta 1 e beta
2, quer na zona da gama. E um ganho adicional na avaliagdo de pacientes com gamopatias
monoclonais. Os ensaios clinicos em doentes com proteinas monoclonais demonstram que
a eletroforese por capilaridade tem uma sensibilidade de 93% a 95%, a eletroforese em gel
de agarose de 86% a 91% e a eletroforese em acetato de celulose tem uma sensibilidade de
apenas 74%. A eletroforese por capilaridade tem ainda a particularidade de nao detetar o
fibrinogénio e apresentar uma maior taxa de detegdo de bisalbuminemia (Harry & Winter,
2012).

Na capilaridade as moléculas de proteinas sdo separados pela sua mobilidade
eletroforética num tampéao alcalino. Os equipamentos que realizam este método podem ter
dois ou mais capilares. No caso do MINICAP, séo utilizados dois capilares de silica em que
as amostras de soro sao diluidas num tampao e os capilares sdo preenchidos com tampao
de separagdo com pH de 10. Apéds diluicdo, as amostras séo injetadas no capilar e é
aplicada de seguida uma voltagem elevada que vai permitir a separagao das proteinas de
acordo com a sua carga. A migragao das proteinas depende da eletroendosmose e da carga
elétrica associada a cada molécula. A maioria das proteinas séricas apresenta um ponto
isoelétrico inferior a 10, logo encontram-se carregadas negativamente a um pH de 10 e
como resultado vao migrar em direcédo ao elétrodo positivo ou anodo, quando é aplicada

uma voltagem de cerca de 10 kV (Bossuyt, 2003).
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Fig.7 Esquema representativo do fluxo eletroendosmaético contrario, que contribui para a separagdo das
proteinas (Adaptado de Bossuyt, 2006).

A eletroendosmose é um fendmeno a considerar na capilaridade, uma vez que a forga
do fluxo promovida pelos ides positivos, em direcdo ao catodo, € superior ao movimento
eletroforético das proteinas, em diregdo ao anodo. Estas duas forgas opostas, quando
ocorrem ao mesmo tempo levam a separagao das proteinas por zonas. A eletroendosmose
ocorre devido a componente Si-OH presente no interior da parede dos capilares. Este
composto fica carregado negativamente e quando em contacto com o tampao alcalino, os
ibes positivam e sao atraidos para o polo negativo ou catodo, o que origina um fluxo
contrario ao da migragao das proteinas (Harry & Winter, 2012).

A quantificagédo das fragdes proteicas ocorre num comprimento de onda especifico de
210nm para as proteinas séricas. A eletroforese por capilaridade nado requer a utilizagéo da
coloragado para visualizar a separagdao das proteinas. A quantificagcdo €& obtida por uma
janela ética no capilar com um comprimento de onda de 210nm que corresponde a absorgao
maxima das ligagdes peptidicas (Harry & Winter,2012).

ApOs a realizagao da analise, os capilares sdo desinfetados e preparados com novo
tampdo para receber novas amostras. Este ciclo de trabalho acontece quase

automaticamente de uma forma auténoma e bastante rapida (SEBIA, 2019).
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Fig.8 Autoanalisador MINICAP realiza eletroforese por capilaridade (SEBIA, 2019).

Assim, a realizagao da eletroforese de proteinas no soro com este método permite
detetar com maior sensibilidade modificagdes na mobilidade de uma proteina ou grupo de
proteinas, detetar algumas alteragdes genéticas que condicionam a posigdo das bandas,
devido a alteragdes na estrutura das proteinas ou na duplicagdo de bandas, detetar
complexos imunes, detetar associagbes de proteinas com outras moléculas, provocando
alteragdes na localizagao e homogeneidade da banda proteica.

A utilizagdo de soros de controlo normais e patolégicos, e a sua comparagao com 0s
resultados dos pacientes permite um controlo da forma como funciona o autoanalisador. As
fragbes devem ser observadas atentamente, devendo ser enfatizada a fragdo que se
destaque, no entanto, certas variagdes podem ser tipicas de determinadas patologias e o

diagnéstico ndo deve ser feito unicamente com o resultado da eletroforese.
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Fig.9 Eletroforese das proteinas séricas normal obtida por capilaridade com as diferentes frages
assinaladas (Adaptado de Keren, 2003).
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3. Eletroforese das Proteinas: interpretagao grafica

A principal utilizagdo da eletroforese de proteinas séricas é auxiliar a rastrear doentes
com patologias associadas as proteinas presentes no soro, nomeadamente o mieloma
multiplo, amiloidose e outras patologias. A eletroforese separa as proteinas tendo por base
as suas propriedades fisicas e como migram em conjunto formando bandas com diferentes
intensidades. E uma anélise utilizada na avaliagédo de individuos com idade superior a 50
anos e com alguns sintomas como anemias, cansacgo, dores, presenga de proteina na urina,
sem existir uma razao aparente para apresentar estes sintomas.

A separacao das fragbes proteicas pode ocorrer num meio poroso de gel de agarose
ou acetato de celulose ou num capilar com tampao de migragdo, consoante a técnica
utilizado por cada laboratério. A técnica que atualmente € mais utilizada € a capilaridade
devido as vantagens apresentadas anteriormente. A interpretacdo do resultado da

eletroforese deve ser analisado com o maior detalhe.
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a,-globulina
Haptoglobina
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Alfafetoproteina
a-1-glicoproteina acida

Fig10. Principais proteinas presentes nas diferentes fragdes da eletroforese de proteinas (Silva et al, 2008).

Numa curva eletroforética normal como a observada na Fig.10, ocorre uma separagao
principal entre a albumina e as globulinas. Para reconhecer as alteragées que possam surgir
na eletroforese de proteinas € necessario conhecer as variagdes que as proteinas podem
apresentar e como consequéncia as modificagbes que a curva eletroforética pode
apresentar. Estas variagdes incluem variantes fenotipicas, a idade do individuo, alteragbes
na sintese ao nivel da fungdo hepatica ou por sindrome de deficiéncia antibiética, ma
nutricdo, doenga renal, ma absorgdo, inflamagédo, malignidade, hormonas (gravidez,
contraceptivos, mau funcionamento da tirdide) ou medicagdo (imunossupressores)

(Regeniter & Siede, 2018).
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Uma interpretagao da curva eletroforética inclui a quantificacdo das proteinas totais e
o valor percentual de cada fracdo de proteinas deve ser convertido a g/L. Os valores
absolutos das concentragbes sao essenciais para interpretar corretamente a eletroforese.
No entanto, os valores de referencia utilizados pelos laboratérios para comparar com os
resultados obtidos apenas permitem uma interpretagéo parcial. E necessario realizar uma
observacdo pormenorizada da curva eletroforética porque, por exemplo, se registar um
aumento na fragdo das globulinas, este aumento pode indicar uma gamopatia monoclonal
mas também podem ocorrer interferéncias com o mesmo efeito. Assim, é essencial procurar
a existéncia de fragcbes ou bandas adicionais, formas assimétricas das fragdes, ou uma
elevacdo anormal da fragdo. Esta analise exaustiva pode ser automatizada utilizando
softwares matematicos com analise da curva (Regeniter & Siede, 2018).

A pré-albumina é a fragdo que aparece primeiro, pois € a proteina de migragdo mais
rapida e a fragdo gama a mais lenta, logo aparece em ultimo. A pré-albumina ou transtiretina
€ uma proteina de transporte para a tirosina (T4) e em associagcdo com a albumina e
transferrina sdo um forte indicador do estado nutricional do individuo. O seu aumento pode
estar associado a gravidez ou sindrome nefrética, terapia com corticoesterdéides ou anti-
inflamatorios nao esteroides e linfoma de Hodgkin. A sua diminuigdo pode estar relacionada
com ma nutricdo, doenca de figado e a um processo inflamatério agudo. A pré-albumina
nem sempre é facil de observar na separagao eletroforética uma vez que apresenta uma
baixa concentragcdo. Na maioria dos casos nao se dissocia da albumina e é mais dificil de
observar usando suportes como o acetato de celulose. Com a capilaridade a sensibilidade é
maior e € observada mais frequentemente (Morrison et al, 2019).

A albumina é a principal proteina existente no soro, cerca de 60% do total de
proteinas séricas.

A albumina é uma proteina de 69 kDa produzida no figado e com uma concentragcéo
normal média no sangue entre 35-55 mg/dL. E altamente hidrofilica sendo a principal
transportadora de &cidos gordos, enzimas, bilirrubinas, hormonas da tiroide, drogas e
produtos téxicos. E também responsavel por controlar os fluidos entre os compartimentos
infra e extracelulares e ainda é uma fonte de aminoacidos. Através da observagao
eletroforética a albumina apresenta uma banda de forma regular que depende da sua
homogeneidade bioquimica. Um aumento desta proteina esta relacionado com processos de
desidratacdo devido a perda de agua pelo organismo por diarreia, vémitos ou sudagao
prolongada. A diminuigdo é muitas vezes devida a doenga de figado, subnutricdo, perda de
proteina devido a falha renal, queimadura severa ou hemorragia. Pode também ocorrer
diminuicdo em caso de inflamagédo aguda, gravidez e em tumores. Existem casos raros
como a bisalbuminémia (Fig.11D) que corresponde maioritariamente a alteragées genéticas
autossOmicas, em que sao visiveis duas bandas na zona da albumina. Sao dois tipos de
albumina que diferem na sequéncia de aminoacidos, no mesmo individuo, e com
mobilidades eletroforéticas diferentes. Estas duas bandas apresentam praticamente a

mesma concentragao, com uma ligeira prevaléncia da banda que migra para a posigéao
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normal da albumina. Assim, existe uma albumina normal e outra que € um componente de
migracdo um pouco mais lento. Esta condicdo ndo estd associada a um significado
patolégico (Regeniter & Siede, 2018).

A analbuminémia é também rara e é representada na curva por uma banda achatada,
quando a concentragdo de albumina € muito baixa, quase inexistente a banda quase nao
aparece na curva eletroforética. E uma alteragdo congénita e quantitativa.

A isalbuminémia compreende duas bandas na regidao da albumina de dimensdes
idénticas (Fig.11C).

B
A
Lipoproteinas Lipoproteinas e Pigmentos Biliares
C
D
Isalbuminémia Bisalbuminémia e Pico M na regidao Gama

Fig.11- Irregularidades presentes em curvas eletroforética na regido da albumina (Adaptado de Regeniter &
Siede, 2018). Em A e B é possivel observar como as lipoproteinas e pigmentos biliares podem interferir no grafico
elctroforético. Em C observa-se a presenga de uma albumina dividida em duas bandas separadas e em D é
possivel observar uma banda de albumina dividida (bisalbuminémia ), e uma banda gama com um pico M.

Na Fig.11 estdo representadas quatro curvas eletroforética utilizando eletroforese
capilar com irregularidades na regido da albumina. A presengca de lipoproteinas ou
pigmentos biliares na regido da albumina, como é possivel observar, formam bandas
adicionais nesta regiao. A proteina monoclonal M nao é registada na regido de migragao da
albumina.

Apods a migragao da albumina segue-se a banda alfa 1 composta por proteinas como

a alfat-antitripsina, a alfa 1-fetoproteina, a alfa1-glicoproteina acida ou oromucoide e a alfa
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lipoproteina de alta densidade (HDL). A alfal-antitripsina é a proteina que cora mais
facilmente na eletroforese em acetato de celulose e é a proteina em maior abundancia e
com maior importancia clinica nesta fragao (Morrison et al, 2019).

A alfa 1-glicoproteina ndo cora com corantes convencionais de proteinas, pelo que a
banda da alfa 1 corada reflete toda a alfa 1-antitripsina existente no soro (O"Connell, et al,
2005).

A alfat-antitripsina é responsavel por 90% da atividade dos inibidores das protéases
no plasma, atuando na regulagdo das protéases envolvidas na coagulagdo e em muitas
acgoes fisiologicas e € uma proteina da fase aguda com valores elevados no soro em caso
de inflamagéo aguda. A regulagdo genética da sintese desta proteina envolve um grande
numero de alelos, cuja expressao pode resultar na sintese de variagbes sem relevancia
clinica. Aproximadamente 95% da populagédo apresenta valores de alfa 1-antitripsina normal.
No entanto, existem certas anomalias hereditarias que podem causar uma sintese deficiente
ou mesmo impedir a sua libertagdo na corrente sanguinea com implicagdes clinicas
relevantes (Harry & Winter, 2012).

Um decréscimo da alfa1-antitripsina pode indicar doenga pulmonar, especialmente
enfisema. Os individuos heterozigdticos apresentam uma banda corada com pouca
intensidade com 30 a 50 % dos valores mais baixos que os normais. Em homozigoéticos os
valores diminuidos variam com a etnia e por vezes sdo quase inexistentes, a banda esta
ausente. Na zona da alfa 1 pode ser possivel observar, em certos casos raros, a presenga
de uma banda dupla que pode indicar a existéncia de uma variante da alfa1-antitripsina ou
um componente monoclonal e em alguns casos reflete a presenca de alfa-fetoproteina. O
aumento da banda alfa 1 indica o aumento de alfa1-antitripsina, que por sua vez reflete um
processo inflamatodrio agudo ativo (Regeniter & Siede, 2018).

As irregularidades fisiolégicas observadas na curva de eletroforese sao originadas
pelas variagbes fenotipicas da alfa1-antitripsina. O aumento da alfa1-glicoproteina acida
esta associado a alcoolismo crénico, poliartrite e autoimunidade, lupus. A presengca de um
pico M nesta regido é também muito rara (Regeniter & Siede, 2018).

A fracdo alfa 2 € observada como uma banda larga de cor intensa quando corada em
acetato de celulose e contém como componentes proteicos: a alfa 2-macroglobulina
(anidénica), a haptoglobina (catiénica) e a ceruloplasmina. As proteinas com maior interesse
clinico nesta fragdo sao a alfa 2-macroglobulina e a haptoglobina (Morrisson et al, 2019).

A alfa 2-macroglobulina € um inibidor de protéases como a tripsina e a plasmina é
também uma proteina transportadora de insulina, estrogénios, nos recém nascidos
transporta a hormona de crescimento. As criangas apresentam concentragdo de alfa 2-
macroglobulina mais elevada, podendo ser 2 a 3 vezes superior ao valor normal em adultos
e em gravidas também se verifica aumento (Visconti, 2002).

A haptoglobina é uma glicoproteina com diferentes fendtipos (Hp1-1,Hp1-2 e Hp2-2),
diferentes pesos moleculares e diferentes mobilidades eletroforéticas. A sua principal fungao

é ligar-se as hemoglobinas (HbA, HbF, HbS e HbC) e circular livremente na corrente
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sanguinea. A hemoglobina liga-se a haptoglobina num racio de 1:1, formando um complexo
estavel que nao é eliminado pelo rim. Este complexo pode ser facilmente reutilizado
originando aminoacidos e ferro quando & necessario. Esta associacdo impede perdas de
ferro, conservando assim as reservas de ferro (Visconti, 2002).

Na interpretacdo da fracdo alfa 2 deve ser tido em consideracdo o complexo
hemoglobina-haptoglobina com amostra de soro hemolisada, que pode originar um tragado
erréneo.

O aumento das proteinas alfa 2 esta associado a insuficiéncia adrenal, terapéutica
com adrenocorticoides, diabetes mellitus, num estado mais avancado da doenca, e
sindrome nefrético. Pode ainda ocorrer aumento em situagdes de inflamagdo aguda e
cronica, enfarte do miocardio e em casos de neoplasias. A haptoglobina é também
considerada proteina de fase aguda. A diminuigcdo pode dever-se a malnutricdo, anemia
megaloblastica, enteropatias com perda proteica, doenga de figado severa, doenga de
Wilson (O"Connell et al, 2005).

As principais irregularidades observadas na curva de eletroforese estédo relacionadas
com as variantes da haptoglobina, antibiéticos e agentes radioativos de contraste, bem
como com o aumento e diminuigdo das concentragdes destas proteinas (Regeniter & Siede,
2018).

A fragao beta dependendo do sistema eletroforético utilizado pode migrar como uma
Unica banda ou apresentar dois picos, a beta 1 e a beta 2. A beta 1 é composta
maioritariamente por transferrina e a beta 2 por beta-lipoproteina, complemento C3 e C4. As
imunoglobulinas IgA, IgM e alguma porg¢do da IgG podem também ser identificadas na
fragcado beta (Harris & Winter, 2012).

A transferrina € uma glicoproteina produzida no figado com um papel muito
importante no metabolismo do ferro. A sua fungdo é a de se ligar ao ferro e transporta-lo
entre os tecidos e a medula éssea, onde a hemoglobina é sintetizada. As diferentes formas
de transferrina podem ser observadas no mesmo individuos e ocorrer ligeira divisdo na
banda beta 1, que pode ser devida a uma condi¢ao rara apresentada por heterozigéticos ao
produzirem dois tipos diferentes de cdpias desta molécula, ou em situagdes de doenca de
figado grave e alcoolismo. Assim, o aumento de beta 1 e beta 2 globulinas pode dever-se a
cirrose biliar, carcinoma, doenga de Cushing’s, diabetes mellitus, hipotiroidismo, anemia por
deficiéncia de ferro, hipertensao, poliartrite nodosa, gravidez. A diminuicao pode ocorrer em
casos de malnutricdo (Harris & Winter, 2012).

A fracdo beta 2 é constituida pelo complemento C3 presente na zona catiénica e é a
segunda proteina mais abundante da fracdo beta. Um aumento do complemento C3 pode
ser observado como resposta na fase aguda inflamatdria e obstrugéo biliar. Uma diminuigao
pode acontecer em situagbes de infegdo, lupus e vasculite autoimune (Morrisson et al,
2019).

A ultima fragao presente na curva da eletroforese de proteinas séricas corresponde as

gamaglobulinas. E a zona que apresenta maior interesse clinico, é o local de migragéo das
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imunoglobulinas IgA, IgG, IgM, (IgD e IgE em pequenas concentragdes), e onde se podem
observar mais frequentemente as bandas monoclonais. A fragdo gama apresenta-se como
uma regido difusa, mais corada ao meio que nas extremidades. Uma boa resolugédo da
fragdo gama pode ser determinante na detecédo de alteragdes qualitativas e quantitativas e
ajudar significativamente a direcionar o diagndstico clinico. As variagdes na fragdo gama
ocorrem de acordo com uma maior ou menor intensidade de coloragéo, a presenga de picos
alterando a forma difusa da banda, sdo também situacdes de relevancia clinica (Morrison et
al, 2019).

Um aumento na fragdo gama pode estar relacionado com diversas patologias como
doenga de figado, amiloidose, infegdo cronica, leucemia linfocitica cronica, mieloma multiplo,
doenca de Hodgkin's, macroglobulinemia de Waldenstrdm ou gamopatia monoclonal de
significado indeterminado. A diminuicdo pode ser devida a envelhecimento, efeito de
algumas drogas, e € denominada hipogamaglobulinémia ou agamaglobulinémia (Morrison et
al, 2019).

Electroforese de Proteinas Séricas

Alb al a2 beta gama

Fig.12- Eletroforese das proteinas em acetato de celulose com pico na regido gama de um paciente do
sexo masculino com 66 anos de idade.

Na Fig.12 é possivel observar a eletroforese de proteinas de um paciente do sexo
masculino com a presenga de um pico na fragdo gama e um aumento no valor desta fragao.

Nestes casos em que se observa uma banda bem definida na regido da gama é
necessario recorrer a outras técnicas laboratoriais para distinguir de que tipo de banda esta
representada na eletroforese das proteinas séricas. A técnica mais utilizada atualmente para
caracterizar as bandas que surgem na eletroforese das proteinas é a imunofixagao.

A imunofixacédo permite a diferenciar com maior sensibilidade se a banda observada é
monoclonal, resultante da hiperprodugdo de um Unico clone anormal de células
plasmocitarias ou linfécitos B (Kyle, 1999). E de extrema importancia distinguir entre uma

banda monoclonal e um aumento policlonal de imunoglobulinas, uma vez que a primeira
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esta associada a um processo clonal maligno ou potencialmente maligno, enquanto que um
aumento policlonal pode ser devido a um processo reativo ou inflamatério (Kyle, 1999).
A imunoglobulina monoclonal é reconhecida entdo, como uma banda distinta

denominada componente M (Bottini, 2007).

4. Interferéncias na Eletroforese de Proteinas Séricas

A Eletroforese de Proteinas Séricas quer em gel de agarose, quer por capilaridade
esta sujeita a um conjunto de interferéncias que pode levar a interpretagbes erréneas, com o
surgimento de artefactos na curva eletroforética.

As interferéncias analiticas sdo causas importantes de erro laboratorial. Os
laboratorios clinicos devem ter em atengédo que as interferéncias podem ter consequéncias
clinicas significativas quer por falha de diagndstico, quer pela administracéo de tratamentos
desnecessario ou excessivo. A eletroforese de proteinas séricas esta sujeita a interferéncias
de substéncias enddgenas que ocorrem naturalmente, ou de patologias e problemas
fisioldgicos e também de fatores exdgenos como a terapéutica.

As interferéncias enddgenas incluem a hemdlise, o fibrinogénio e alguns anticorpos
que afetam quer a eletroforese de proteinas séricas, quer a imunofixagdo. Os fatores
exdgenos incluem contrastes radiolégico, antibidticos e a utilizacdo de terapéutica
monoclonal. Estas interferéncias afetam as diferentes tecnologias e podem dar origem ao
aparecimento de bandas anormais, podendo ser observado um falso positivo para uma
gamopatia monoclonal. Existem casos em que é facil eliminar a interferéncia, como no caso
do fibrinogénio, porque é facilmente identificavel, quando presente na eletroforese de
proteinas. Noutros casos, como na terapéutica monoclonal é mais dificil eliminar porque o

paciente nao pode suspender a terapéutica para realizar a analise (McCudden et al, 2018).

4.1 Fatores endégenos de interferéncia

4.1.1 Fibrinogénio
A glicoproteina fibrinogénio sofre clivagem para formar a fibrina utilizada na formacao
do coagulo, no processo de coagulagdo. Quando a fase pré-analitica decorre de forma
adequada, o fibrinogénio normalmente nao esta presente no soro usado para a eletroforese
das proteinas. Contudo, o fibrinogénio pode estar presente no soro de individuos que fazem
terapia anticoagulante de uma forma residual, ou com disturbios no processo de coagulagao.
A presenca de fibrinogénio na eletroforese de proteinas também pode ser devido ao

indevido uso de plasma em vez de soro (McCudden et al, 2018).

35



O fibrinogénio residual quando presente na amostra de soro migra na zona da banda
beta e da gama e pode ser facilmente confundido com uma banda monoclonal (Harris &
Winter, 2012). Para que este facto ndo aconteca é importante realizar imunofixacdo e
anticorpos anti- fibrinogénio, para ter a certeza que se trata de uma banda monoclonal.

De acordo com Morrison et al (2019), deve realizar-se um tratamento com trombina e
proceder a nova analise. Esta € uma das razdes pelas quais o soro € a amostra de eleigao

na eletroforese de proteinas séricas.

4.1.2. Hemdlise

A hemolise é uma interferéncia que é conhecida do laboratdrio clinico e afeta diversas
analises. A hemodlise corresponde a rutura dos gldbulos vermelhos causando a libertagédo de
componentes citoplasmaticos para o soro ou plasma e pode afetar os resultados dos testes
de diversas maneiras. As duas principais interferéncias estao relacionadas com a elevada
concentragdo de hemoglobina e com a influéncia direta dos componentes celulares dos
glébulos vermelhos. Os glébulos vermelhos contém elevadas concentragbes de
hemoglobina, potassio, magnésio, ferro, fosfatos, desidrogenase latica e aspartato
aminotransferase, pelo que a existéncia de uma ligeira hemdlise sequer pode alterar o
doseamento destes analitos no soro ou plasma. A hemodlise afeta também, de uma forma
direta, as leituras de absorvancia. Uma amostra hemolisada é facilmente reconhecida quer
por observagao visual, quer pela utilizagado de indices da qualidade do soro, de uma forma
automatizada. Estes indices automaticos, realizados para cada amostra de soro ou plasma,
acabam por ser mais fidveis que a observagao das amostras. As causas da hemolise podem
ser pré-flebotomia (hemdlise in vivo) ou durante a flebotomia. As causas da hemodlise in vivo
sdo varias desde agentes microbiolégicos, anemia hemolitica ou pré-eclampsia. Durante a
flebotomia devido a incorreta utilizagdo de agulhas, forga de sucgao, longos periodos de
armazenagem, veias de baixo calibre. Noutras situagdes como em pacientes que realizam
tratamentos de quimioterapia, ou internados de longa duragdo, bem como casos de anemia
hemotitica autoimune, a hemolise também pode ocorrer (McCudden et al, 2018).

A libertagdo de componentes citoplasmaticos pelos glébulos vermelhos vem afetar a
eletroforese de proteinas séricas, uma vez que a hemoglobina e os complexos de
hemoglobina-haptoglobina aparecem na eletroforese como bandas discretas na regido da
alfa 2 e na regido das beta. Estas bandas podem ser mal interpretadas e consideradas
erradamente como gamopatias monoclonais, facto que pode ser facilmente evitado se for
tida em conta a existéncia de hemolise antes da realizagédo deste teste (Morrisson et al,
2019).

A presenca de hemdlise ndo exclui a detecdo de uma banda monoclonal, esta deve
ser identificada e confirmada pela imunofixagdo. O que se pode verificar quantitativamente é
um aumento falseado no valor da alfa 2 e da beta, devido a hemdlise. Nestes casos pode

ser necessario recorrer a uma repeticao de colheita, na esperanga de obter uma amostra
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nao hemolisada. Este processo nem sempre é facil em pacientes com tratamentos de

quimioterapia (McCudden et al, 2018).

4.1.3 Crioglobulinas

A presencga de crioglobulinas é também um fator de interferéncia a ter em conta na
interpretacdo da eletroforese de proteinas. As crioglobulinas sdo imunoglobulinas que
agregam e precipitam a temperaturas inferiores a 37°C. Como qualquer diminuigdo da
temperatura pode desencadear este fendmeno, é de extrema importancia manter a
temperatura durante a colheita e fase pré-analitica. Uma falha na monitorizagdo da
temperatura pode levar a uma perda consideravel de gamaglobulina bem como de outros
constituintes das proteinas. A crioglobulinémia tem significado clinico relevante. Os
pacientes com esta patologia podem ter problemas de viscosidade associados. As
crioglobulinas podem ser de trés tipos: Tipo | com uma componente imunoglobulina unica;
Tipo Il, com imunoglobulinas monoclonal e policlonal; Tipo Ill, com imunoglobulinas
policlonais. A presenga de crioglobulinas pode interferir na eletroforese de proteinas quer
diretamente, pela sua precipitagdo no ponto de aplicagdo no gel, originando a aparéncia de
uma banda monoclonal e indiretamente por alterar quantitativamente as fragdes proteicas. A
precipitagdo no ponto de aplicagcdo da amostra afeta a eletroforese e a imunofixagao, e a
sua aparéncia atipica sugere que nao se trata de uma banda monoclonal. Na imunofixagao a
presenca de crioglobulinas é notéria pelo aparecimento de uma banda visivel em todas as
pistas da imunofixagéo. E importante compreender qual o tipo de crioglobulina presente no
soro, se for de Tipo Il ou lll, a interpretagao incorreta de uma crioglobulina como uma banda
monoclonal pode ter consequéncias clinicas. A realizacdo do teste a 37°C ou o tratamento

com B-mercaptoetanol pode anular este artefacto (Morrison et al, 2019).

4.1.4 Subclasses IgD4 elevadas

A doenga associada a um aumento das IgD4 provoca disturbios em diferentes 6rgaos
mas ndao €& uma complicagdo de facil diagndstico, devido aos fracos sintomas que os
individuos apresentam. O atraso no diagndstico pode comprometer seriamente o tratamento
desta patologia, uma vez que os resultados com corticoesteroides e rituximab em fases
iniciais da doenga tém sido bastante favoraveis. Estes sintomas vagos levam o clinico a
prescrever diversos exames € entre eles a eletroforese de proteinas, que podera trazer mais
informagcdo ao diagndstico. Quando se realiza a interpretacdo de uma eletroforese de
proteinas com IgD4 elevada é necessario ter em consideragdo o local de migragdo e a
restrita mobilidade destas imunoglobulinas, uma vez que podem parecer uma gamopatia
monoclonal (McCudden et al, 2018).

Os estudos realizados demonstram que em pacientes com IgD4 elevadas se observa

a presenga de uma banda na regido das fragbes beta e gama, quer em gel de agarose quer
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por capilaridade. A confirmacdo de que se trata de uma banda policlonal tera que ser

efetuada por imunofixagao (Jacobs et al, 2014).

4.2 Fatores Exégenos de Interferéncia

4.2.1 Contraste Radiolégico

Os contrastes radiologicos interferem mais especificamente na eletroforese por
capilaridade, devido a sua capacidade de absorver luz ultravioleta. Os contaminantes
radiolégicos aparecem no grafico eletroforético como picos na regido da alfa 2 e da beta. E
recomendado um periodo de espera de cinco dias antes da colheita de sangue para analise,
para haja a eliminagdo do contraste, ou a realizagao da colheita antes da administragdo do
contraste. A presenga desta interferéncia pode indicar falsamente uma banda monoclonal,
no entanto, ao realizar a imunofixagdo é possivel confirmar que ndo se trata de uma
gamopatia monoclonal porque a banda provocada pelo contraste ndo sera visivel (Morrison
et al, 2019).

4.2.2 Terapia monoclonal com imunoglobulinas

Os novos tratamentos baseados em imunoglobulinas monoclonais para o mieloma
multiplo vém trazer melhorias clinicas consideraveis. A sua utilizagdo vem no entanto,
dificultar a interpretacdo da eletroforese de proteinas séricas. Os tratamentos sao
compostos por proteina monoclonal IgG kappa em concentragdes visiveis na eletroforese.
Este facto pode levar a confusao clinica, investigagao adicional, modificagdes no tratamento
ou incorreta avaliagdo da resposta do paciente ao tratamento. O tempo de vida destas
imunoglobulinas monoclonais no soro é de 4 a 9 dias, pelo que a colheita de sangue para a
realizacéo da eletroforese deve ser realizada antes de iniciar cada dosagem de tratamento.
A comunicacao entre todos os envolvidos no tratamento de pacientes com mieloma multiplo

€ imperativa para mitigar resultados suspeitos (Morrison et al, 2019).

5. Imunofixagdo e Imunoeletroforese das Proteinas Séricas

5.1 Imunoeletroforese das Proteinas Séricas

A imunoeletroforese foi a primeira técnica pratica a combinar eletroforese com
imunoprecipitacdo para identificar e caracterizar proteinas em amostras complexas. Ao
longo dos tempo, a imunoeletroforese tem evoluido e esta incluida numa variedade de
técnicas e o seu nome foi generalizado. E uma técnica versatil, relativamente simples de

execugcao e econdmica, sem necessidade de equipamento caro. Pode ser aplicada a

38



qualquer fluido corporal de baixa viscosidade ou pode mesmo ser aplicada a fluidos de
cultura ou extratos de tecido. Devido a estas carateristicas, a imunoeletroforese classica
permanece como uma técnica valiosa para usar no laboratério clinico (Csako, 2019).

A imunoeletroforese veio permitir um melhoramento na separagao e quantificagéo de
proteinas de fluidos biolégicos e provocou um grande impacto na quimica proteica
determinada no laboratério clinico. Esta técnica foi inicialmente desenvolvida para a
detecgao e identificagdo de paraproteinas em diagnéstico clinico, mas tem sido gradualmente
substituida pela imunofixagdo, que apresenta melhor resolugdo e melhor detegdo de
paraproteinas de baixa concentragéao.

Estudos realizados desde cedo por Marshall (1980) permitiram constatar a
superioridade da imunofixagdo no que respeita a detegdo de imunoglobulinas monoclonais.
No entanto, Csako (2019) salienta que a imunoeletroforese tem-se reinventado quer para
utilizagao clinica quer para uso em investigagao.

A imunoeletroforese, de uma forma simplificada combina a separagdao de antigénios
das proteinas por eletroforese em meio semissélido, como gel, seguida de uma reagao
imunologica de precipitagdo antigénio-anticorpo. As proteinas especificas tornam-se visiveis
havendo assim a sua separagao e caraterizagdao. A imunoeletroforese vem evoluindo e da

origem a diversas técnicas com o mesmo principio.

5.2 Imunofixagao das Proteinas Séricas

A Imunofixagao deve realizar-se quando surge um pico ou banda no gel de agarose,
ou capilaridade, ou quando existe uma forte suspeita de mieloma multiplo,
macroglobulinemia, amiloidose primaria ou plasmocitoma por sintomas apresentados pelo
paciente. E uma técnica com grande versatilidade, elevada sensibilidade, facil de execugao
e pouco dispendiosa, se for realizada manualmente. E mais sensivel e mais rapida que a
imunoeletoforese, atualmente menos utilizada.

A imunofixagao permite visualizar proteinas especificas in situ através de uma reagao
imunoldgica, com precipitagdo do complexo antigénio-anticorpo, seguida por separagao
eletroforética em gel semissélido. Com a realizagdo da imunofixagdo pode detetar-se a
presengca de uma banda monoclonal com uma pequena quantidade do componente M. Este
componente M ou proteina M é composto por uma cadeia pesada e uma cadeia leve lambda
ou Kappa. Assim, se a eletroforese de proteinas do soro é equivoca ou se existe suspeita
das patologias ja mencionadas, o laboratdrio deve realizar a imunofixagdo usando antissoros
especificos. Se a localizagdo da banda estiver na regido gama na eletroforese de proteinas
séricas, entao realizara imunofixagao recorrendo a antissoros IgA, IgG e IgM. Se para estes
antissoros o resultado for negativo entéo utilizar antissoros IgE e IgD (Kyle, 1999).

No diagnéstico de amiloidose, leucemia linfocitica cronica, mieloma multiplo, doenga
de Hodgkin's, macroglobulinemia de Waldenstrom tanto o soro como a urina deve ser

analisado para a pesquisa de proteinas monoclonais. A quantificacdo de imunoglobulinas e
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das proteinas totais na urina de 24 horas deve ser sempre realizada. O objetivo da avaliagao
laboratorial através da imunofixagdo é demonstrar a presenga, quantificar e identificar o tipo
de proteina anormal presente.

No laboratério utilizou imunofixagéo, eletroforese e imunoprecipitagado recorrendo a
kits comerciais, nomeadamente o SEBIA Hydragel IF K20 Standard Mask, juntamente o Kit
de Antissoros e Fixador para IF K20. Com estes kits é possivel detetar proteinas
monoclonais no soro humano, por eletroforese em gel de agarose. As proteinas sao
separadas por eletroforese em meio alcalino (pH9.2) e depois imunoprecipitadas com
antissoros de especificidades diferentes: anticadeias pesadas gama (IgG), alfa (IgA) e mu
(IgM) e anticadeias leves Kappa e Lambda (livres e ligadas). As proteinas depois de
imunofixadas e imunoprecipitadas sdo coradas com violeta acido e o excesso de corante
retirado em meio acido.

A imunofixacdo ¢é realizada em quatro etapas: separagao das proteinas por
eletroforese em gel de agarose; fixagdo e imunoprecipitagdo das proteinas separadas por
eletroforese, aplicacéo do fixador e dos antissoros diretamente sobre o gel, ao nivel das
pistas de migragédo. Os anticorpos difundem-se no gel, o fixador precipita as proteinas e os
anticorpos precipitam o0s antigénios correspondentes; as proteinas soluveis, né&o
precipitadas, sao removidas do gel por lavagem e absorgdo com papel de filtro. As proteinas
precipitados ficam retidas no interior do gel; coloragdo das proteinas e comparagdo da
posicdo das bandas imunoprecipitadas com as bandas andmalas observadas apos a
eletroforese das proteinas (Morrison et al, 2019).

Em Anexo é possivel observar os principais passos envolvidos na realizagdo da
imunofixagdo com o kit Hydragel IF K20 Standard Mask do fornecedor Sebia.

A imunosubtracdo ou imunofixagdo por capilaridade € um método em que cinco
aliquotas de amostras de soro sdo pré-incubadas com antissoros humanos 1gG, IgA, IgM,
kappa ou lambda. Apds agregacao, a eletroforese por capilaridade é realizada e o
eletroforetograma é comparado com o original. Cada imunoglobulina pode ser subtraida a
medida que ocorre a migragao tendo em atengao os seus tamanhos. A combinagdo com os
anti-soros de cadeia pesada e cadeia leve, levam ao desaparecimento das cadeias que
causam o pico monoclonal suspeito, confirmando o seu imunotipo. Apesar de ser uma
técnica de facil interpretacdo com proteinas monoclonais pesadas, € mais dificil de
interpretar, bem como quando ocorre comigragao de clones ou com pequenos clones. Uma
das principais dificuldades na utilizagdo desta técnica é a dificuldade de interpretacao de
pequenas bandas como no caso da doencga de cadeias leves (Morrison et al, 2019).

A imunofixagdo convencional apresenta uma elevada sensibilidade e continua a ser a
técnica mais utilizada para a caraterizagao e confirmagao da existéncia de monoclonaridade.
Esta técnica permite detetar bandas pequenas de 50 mg a 100mg/L no soro e abaixo dos 5
mg/L na urina (Pretorius, 2015).

Para a realizagado da imunofixacédo e imunoeletroforese é recomendada a utilizacado de

soros frescos. As amostras devem ser refrigeradas de 2° a 8°C, o mais rapidamente possivel
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apos a colheita, para uma conservagao até uma semana. Para periodos mais prolongados

deve proceder-se a congelagéo.

5.3 Interpretacao de Imunofixagao de Proteinas Séricas

Apds a realizagdo da imunofixagdo, referida anteriormente, é importante a
interpretacdo do resultado obtido e sdo varios os cenarios possiveis, como a auséncia de
bandas monoclonais, e nesta situagdo a amostra de soro apresenta uma zona corada difusa
de imunoglobulinas policlonais em todas as pistas da eletroforese, pista de referencia ou
ELP, pista G, A, M, k e A (ver Fig.13). Trata-se de uma hipergamaglobulinémia com zona
difusa, fortemente corada.

A presenca de uma banda monoclonal ou imunoglobulina monoclonal é outro cenario
possivel e é caracterizada por uma banda estreita detetada com um dos antissoros
anticadeias pesadas (gama, alfa ou mu) e com um dos antissoros anticadeias leves (k e A).
E uma banda bem visivel e definida e deve estar localizada ao mesmo nivel de migragdo
que a banda presente na pista de referencia ELP (Morrison et al, 2019).

No entanto, existem situagbes em que ha auséncia de reagdo com o0s antissoros
anticadeias pesadas aplicados, mas verifica-se a presenga de uma cadeia leve. Isto pode
significar a presenga de uma gamopatia IgD ou IgE, sendo necessario a realizagdo desta
verificagdo com os respetivos antissoros. A presenga de uma banda anticadeias leves sem
presenca de uma banda anticadeias pesadas pode também ocorrer se se tratar de uma
cadeia leve livre, fato que é necessério confirmar com antissoros especificos anticadeias
leves livres.

Se apenas aparecer uma banda numa cadeia pesada deve ser confirmada podendo

tratar-se de uma situagdo muito rara associada a doengas das cadeias pesadas.
A presenca de duas ou mais bandas monoclonais, estes casos sdo mais raros, no entanto
sao situagdes em que existe proliferagdo de varios clones de células B, o que se traduz na
presenga de varias bandas monoclonais observadas na imunofixacdo. Uma gamopatia
biclonal é caracterizada pelo aparecimento de duas bandas de cadeias pesadas, idénticas
ou diferentes, e de duas bandas de cadeias leves idénticas ou diferentes. As
imunoglobulinas polimerizadas caraterizam-se pela presenca de vérias bandas sobre uma
mesma cadeia pesada e uma mesma cadeia leve. Nestes casos & necessario confirmar esta
anomalia monoclonal com uma despolimerizagcdo da amostra de soro com beta-
mercaptoetanol e repetir a imunofixagcdo. Uma banda oligoclonal também pode surgir na
imunofixagdo e caracteriza-se pela presenca de multiplas bandas de um ou mais tipos de
cadeias pesadas e por um ou mais tipos de cadeias leves (Harris & Winter, 2012).

Os resultados da imunofixagdo nem sempre sdo faceis de interpretar, sendo
necessario formagao para considerar ou nao uma banda como monoclonal. Trata-se de uma
técnica usada maioritariamente de forma manual sem recorrer a autoanalisadores, pelo que

o erro deve ser tido em conta.

41



A presencga de fibrinogénio na amostra de soro, como referido anteriormente, pode
influenciar o resultado da eletroforese de proteinas, originando uma fragao alterada, que nao
€ confirmada pela imunofixagdo. Se se verificar a presenga de bandas em todas as pistas da
imunofixagdo, entdo deve suspeitar da presenga de crioglobulina ou de uma IgM
polimerizada. Deve-se despolimerizar a amostra com agente redutor e repetir a
imunofixagao (Csako, 2012).

Na sua pratica laboratorial a autora realizou esta técnica diversas vezes com a
obtengdo de resultados bastante satisfatérios. As bandas monoclonais obtidas por

imunofixagao apresentam-se bem definidas como é possivel observas na Fig.13.

HYDRAGEL 1 IF ® HYDRAGEL 1 IF ®

ELP G A M K L ELP G A M K L

Fig.13- Resultado de imunofixacdo de dois pacientes com eletroforese de proteinas séricas anormal. A-
Presenga de banda monoclonal IgG e cadeia lambda. B-Presenga de banda monoclonal IgM e cadeia lambda.

Na Fig.13, na imagem A, é possivel observar a imunofixacdo realizada ao soro do
paciente com eletroforese de proteinas anormal (Fig.12). O individuo apresentava os
seguintes valores de imunoglobulinas séricas: IgA=147mg/dL; 1gG=1970mg/dL;
IgM=93mg/dL em doseamentos de rotina. A proteinuria em urina de 24 horas era elevada e
hemoglobina baixa. A informacgao clinica colhida pelo técnico que realizou a colheita refere
anemia prolongada, dores dsseas e cansago. Com o resultado da imunofixagao foi possivel
auxiliar o médico no diagnéstico de uma gamopatia monoclonal. O individuo realizou biopsia
medular e ressonancia magnética, foi confirmado o diagndstico de mieloma multiplo.

Na imagem B da Fig.13 é possivel observar o resultado da imunofixacdo no soro de
um outro paciente com 73 anos e do sexo masculino, com a presenga de uma banda
monoclonal IgM e com banda monoclonal de cadeia leve L. Na imagem B observa-se que a
banda que migra na posi¢do ELP migra em simultaneo na pista M e na pista A. A existéncia

de uma banda monoclonal IgM é consistente com o diagndstico de macroglobulinemia
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de Waldesntrdm. E uma patologia que pode ser confirmada através da biopsia 6ssea e

tomografia axial computorizada (TAC) do abdémen e pélvis, ndo tem tratamento (Ferreri &
Vitolo, 2008).

6. Outros testes utilizados no diagnéstico de Gamopatias

6.1 Eletroforese e Imunofixag¢ao Urinarias

A eletroforese de proteinas urinaria pode ser altamente informativa quanto ao tipo de
proteinas que é excretada, sob condi¢cdes patoldgicas. Em circunstancias normais, uma
quantidade muito pequena de proteina é libertada na urina e nao reabsorvida. Enquanto a
proteina total no plasma tem valores entre as 6 e as 8 g/dL, a concentragado de proteina
urinaria € de apenas 10 a 15 mg/dL. Assim, existe aproximadamente 800 vezes mais
proteina no sangue que na urina. Esta concentragado de proteina urinaria € cerca de 1/3 a
1/4 inferior a registada no liquido cefalorraquidiano que tem concentracdo de
aproximadamente 45 mg/dL (Harris & Winter, 2012).

A proteindria corresponde a elevagao dos valores de proteina na urina, num
determinado periodo de tempo. A forma como é determinada deve ter em consideragéo que
alteracdes no volume de urina nem sempre indicam um aumento do valor de proteina
excretada em 24 horas. A presenga de proteina na urina pode ser detetada através de tiras
com reagente que sdo mergulhadas na urina e apés algum tempo obtém-se uma leitura de
presencga/auséncia e no caso de presenga € realizada uma quantificagdo (+,++,+++). Este
método é mais sensivel para a detegcdo de albumina na urina, que é a mais abundante, e
nao tanto para a detegcdo de pequenas proteinas de baixo peso molecular como as
imunoglobulinas. A concentracdo de proteinas urinarias € mais corretamente determinada
através do racio entre a concentragao das proteinas e a concentragao de creatinina urinaria
ou por colheita de urina de 24 horas preferencialmente, e determinagdo da proteina
excretada por unidade de tempo. As proteinas totais em urina de 24 horas permitem obter
informacéao viavel quanto a quantidade real de proteina excretada. No entanto, os pacientes
devem ser corretamente instruidos para a colheita deste produto biolégico, mais uma vez a
fase pré analitica pode influenciar todo o processo. A urina deve ser colhida rejeitado a
primeira micgdo da manha, do dia em que inicia a colheita, e registando a hora, e de seguida
colher toda a urina até ao dia seguinte terminando a mesma hora da primeira micgédo do dia
anterior. Esta ultima micgdo deve ser colhida para perfazer as 24 horas. Nao usar
conservantes e a amostra deve ser refrigerada durante a colheita (Harris & Winter, 2012).

Como referido anteriormente, a proteina urinaria mais abundante € a albumina mas
quando existe doenga glomerular aparece a transferrina. Na eletroforese de proteinas
urindrias a proteinuria glomerular é reconhecida como um pico de beta globulinas, onde a
transferrina esta localizada, e um pico maior de albumina, e pode apresentar diferentes

casos de severidade.
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A proteinuria tubular é também detetavel na eletroforese de proteinas urinarias devido
a presenca de uma banda dupla na regido da alfa 2, composta por isoformas da alfa 2
microglobulina. Esta doenga apresenta uma severidade que varia de individuo para
individuo, tendo em atencgdo o evoluir da proteinuria. Uma situagao de proteinuria tubular
severa € detetada quando para além das duas banda na zona de alfa 2 esta presente um
pico da zona da beta.

A eletroforese urinaria pode indicar seletividade tubular, glomerular ou
tubular/glomerular. Ainda pode indicar carateristicas inflamatérias ou uma banda de
mobilidade restrita que deve ser posteriormente estudada por imunofixagao.

A eletroforese urinaria fornece informagédo importante no que respeita a doengas
renais e sistémicas. E uma técnica de alta resolugdo, muito eficiente na resposta a
identificacdo de onde provém a proteinuria. A presenca de imunoglobulinas monoclonais e a
extensdo da sua excregdo na urina € uma informagao valiosa na avaliagdo de gamopatias
monoclonais (Harris & Winter, 2012).

A imunofixagdo urinaria vem confirmar os picos suspeitos de um componente
monoclonal na eletroforese urinaria como € possivel observar na Fig.14. Apesar da hemdlise
poder produzir um pico parecido com um componente M, este facto é facilmente avaliado na

imunofixagao urinaria.

Albumina Beta globulina

Proteina M
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Fig.14 Eletroforese urinaria com a presenga da banda de albumina, de uma banda de beta globulinas e uma
banda de mobilidade restrita, possivel pico M. Neste caso deve ser realizada uma imunofixagdo urinaria para
confirmar e classificar a existéncia de banda monoclonal (Adaptado de Harris & Winter, 2012).

44



A combinacdo de eletroforese de proteinas séricas e urinarias juntamente com a
realizagdo da imunofixagdo vem aumentar significativamente as probabilidades de detegao
de um mieloma multiplo (Morrison et al, 2019).

A urina de eleicao para a realizagado de imunofixagdo é a urina de 24 horas, apesar
de poder ser realizada na urina da manha, ou urina aleatéria onde a sensibilidade pode ser
mais reduzida.

As cadeias leves livres sao filtradas pelo glomérulo renal e sdo detetadas na urina por
imunofixagdo se em quantidade suficiente. O objetivo da imunofixagdo é a detegdo de
cadeias leves livres, ou seja, proteina de Bence Jones. Para maximizar a sensibilidade desta
técnica podem ser usadas varias combina¢des de antissoros: antissoros para identificar uma
cadeia pesada IgA, IgG ou IgM em particular, antissoros combinados IgG/A/M, anti-soro de
ligacéo para kappa e lambda livres e antissoros s6 para lambda livre ou para kappa livre. Os
resultados mais comuns incluem a detegdo de uma banda monoclonal kappa ou lambda
livres que é indicador de mieloma multiplo, podendo ser decisiva na confirmagdo do
diagndstico (Morrison et al, 2019).

A detecdo de uma cadeia monoclonal pesada e de uma cadeia monoclonal leve

intactas podem ser indicadores de mieloma multiplo e também falha renal.

6.2 Proteina de Bence Jones

A proteina de Bense Jones € uma analise relevante quando se investiga uma possivel
gamopatia monoclonal ou quando existem resultados comprovados no sangue da existéncia
de uma componente monoclonal. A detegao da proteina urinaria de Bence Jones é relevante
no diagnodstico do mieloma multiplo. Esta presente em 14 a 20 % dos casos como Unico
componente monoclonal e em 75% dos pacientes com diagnéstico de mieloma multiplo
(Mussap et al, 2006).

A proteina de Bence Jones é uma imunoglobulina monoclonal de cadeia leve
excretada na urina que precipita a 60°C e dissolve a 75°C (Morrison et al, 2019).

Os estudos realizados tém evidenciado que a sua presenga pode ser preditiva de
gamopatia monoclonal com malignidade, apesar de ocasionalmente aparecer em individuos
com gamopatia monoclonal de significado indeterminado com valores de até um 1g/24h
(Beetham, 2000).

A sua importancia também esta relacionada com o progndstico e com o direcionar de
individuos com um diagndstico inicial incerto. A detegao desta proteina urinaria e a formagao
de depdsitos de agregados de cadeias leves monoclonais pode apontar para uma
amiloidose AL ou doencga de deposicao de cadeias leves, que permitira um tratamento mais

atempado destas patologias (Mussap et al, 2006).
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Apesar da detegdo da proteina de Bence Jones possa ser efetuada no laboratério
com um simples teste de calor, apresenta limitagdes. No que respeita ao mieloma multiplo
esta técnica apresenta elevada especificidade, mas baixa sensibilidade. Alguns
investigadores referem que o teste do calor pode apresentar falsos positivos, quando existe
um excesso de proteinas policlonais na amostra. Assim, é recomendada a utilizacdo de
eletroforese e imunofixagao urinaria para uma detegcdo mais eficiente da proteina de Bence
Jones (Tomaz et al, 2017).

6.3 Doseamento de cadeias leves livres

As imunoglobulinas intactas, como referido anteriormente, sdo compostas por duas
cadeias pesadas (IgA, IgG, IgM) e duas cadeias leves (kappa e lambda) ligadas por pontes
dissulfeto. A sintese das imunoglobulinas resulta de recombinac¢des aleatérias, originando
uma variabilidade funcional. No entanto, apesar desta variabilidade ser excelente para a
funcdo imunitaria, € um fendmeno que permite obter um produto final muito heterogéneo.
Esta heterogeneidade vem complicar a analise laboratorial ou seja as imunoglobulinas nao
sao todas idénticas. A degradagdo destas imunoglobulinas nos seus péptidos pode ocorrer
com as cadeias leves kappa e com as cadeias lambda. Mas, apesar de o rim conseguir
processar 10-30g de cadeias leves por 24 horas, a acumulagdo destas cadeias tem um
significado clinico pois podem levar a disfuncao renal.

Os pacientes com dores e fraturas 6sseas com proteina na urina, que precipita a 60°C
e dissolve a 75°C foram descritos pelo Dr. Bence Jones em 1847, mas apenas em 2001 foi
possivel obter um método que diferenciasse as proteinas de cadeias leves livres das
cadeias leves totais.

Os métodos turbidiméticos sdo utilizados para medicdo das cadeias leves livres,
recorrendo a aplicagdo de anticorpos policlonais de cadeias leves kappa e lambda
especificos livres das cadeias pesadas. Para superar a heterogeneidade foram
desenvolvidos métodos alternativos, como a nefelometria, que usa anticorpos monoclonais e
policlonais baseados na técnica de ELISA (Enzyme-Linked immunosorbent Assay).

A determinagao das cadeias leves livres e do seu racio sao de elevada importancia
para a avaliagdo do estado renal, a diminuigdo da fungéo renal pode levar ao aumento da
cadeia leve livre kappa e assim levar ao aumento do racio kappa/lambda (Morrison et al,
2019).
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Parte V

As gamopatias sdo patologias que se caraterizam pela anormal distribuicdo e/ou
concentragdo das imunoglobulinas plasmaticas. As trés principais classes de
imunoglobulinas, 1gG, IgA e IgM podem ser quantificadas com a utilizagdo de métodos
turbidimétricos e nefelometria. Alternativamente a area em percentagem na eletroforese de
proteinas, pode ser utilizada, multiplicando pelas proteinas totais do soro para obter a
concentragédo das gamaglobulinas (Harris & Winter, 2012).

As gamopatias podem ser monoclonais com a presenga de uma paraproteina
denominada pico-M, ou policlonais com diferentes classes de imunoglobulinas aumentadas
e com a regidao das gamaglobulinas aumentada, no grafico da eletroforese das proteinas. A
monoclonalidade é detetada no soro ou na urina por imunofixagdo e/ou por um racio das
cadeia leves livres kappa/lambda anormal. A sua interpretagdo e analise deve ter em conta
falhas e interferéncias como em qualquer método analitico (Harris & Winter, 2012).

As gamopatias monoclonais podem ser IgA, IgG, IgM, IgD ou IgE (com cadeia leve
kappa ou lambda), cadeias pesadas gama, mu, alfa, cadeias leves livres kappa, cadeias
leves livres lambda, ou essencialmente qualquer combinagdo de classes de
imunoglobulinas, cadeias leves ou pesadas.

As gamopatias biclonais e triclonais podem ocorrer, no entanto pouco se conhece da
sua origem. Pensa-se que nao deve ser diferente do que acontece no caso monoclonal.

Os autores Kylle & Rajkumar (2006), num estudo realizado com pacientes da Mayo
Clinic concluiram que a distribuicdo das patologias associada a um pico M na eletroforese
de proteinas séricas é de 51% de individuos com gamopatia monoclonal de significado
indeterminado (MGUS), 18% apresentam multiplo mieloma com sintomatologia, 11% com
amiloidose, 4% apresenta doengas linfoproliferativas como por exemplo, leucemia linfocitica
cronica e linfoma linfoplasmocitico e 16% apresentam outros diagnésticos como
pasmocitoma ou mieloma latente.

Harris & Winter (2012) classificam as patologias que podem causar as gamopatias
monoclonais em gamopatias monoclonais benigas, neoplasicas, discrasias neoplasicas dos

plasmdcitos e gamopatias monoclonais por deposicao.

1. Gamopatias Monoclonais Benignas

1.1 Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado (GMSI)
As gamopatias monoclonais estdo associadas a proliferagdo monoclonal de
plasmdcitos e caraterizam-se pela existéncia de uma imunoglobulina clonal (paraproteina M)

no soro e/ou urina (Parreira et al, 2014).
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Uma gamopatia monoclonal sé é considerada gamopatia monoclonal de significado
indeterminado (GMSI) quando o pico monoclonal no sangue periférico é inferior a 3g/dL, a
proteina de Bence Jones na urina de 24 horas € inferior a 0.5 g/dL e a proliferacdo de
células medulares clonais inferior a 10% (Atkin et al, 2018).

Ainda existem outros critérios de eliminagcdo como a auséncia de envolvimento de um
orgao alvo como o rim, os 0ossos ou a medula (Parreira et al, 2014).

A GMSI é considerado um estadio precursor na evolugéo para mieloma multiplo. Ao
ser detetada uma paraproteina monoclonal deve ser eliminada a existéncia de uma
patologia hematoldgica, de acordo com Atkin et al (2018).

A incidéncia deste tipo de gamopatia surge em cerca de 3% dos individuos com mais
de 50 anos e em individuos com idade superior a 70 anos ultrapassa os 5% (Kyle &
Rajkumar, 2006).

A GMSI tem um risco de evolugédo para mieloma multiplo de 1% ao ano, pelo que &
necessaria uma vigilancia regular de individuos a quem se deteta o pico monoclonal, de
forma a antecipar a progressao para doenga sintomatica. Assim, pretende-se evitar
potenciais complicagdes resultantes da lesdo de 6rgaos alvo (Atkin et al, 2018).

Rajkumar et al (2014), refere que o risco de progressdo de uma gamopatia
monoclonal de significado indeterminado depende da concentragao de proteina monoclonal,
do tipo de proteina monoclonal, do racio de cadeias leves livres no soro, da plasmdcitose na
medula éssea, da proporgao fenotipica dos clones de células do plasma e da presenga de
imunoparesia.

De acordo com Parreira et al (2014), as GMSI dividem-se em dois grupos: as linfoides
e as plasmaticas. As plasmaticas subdividem-se em 3 grupos: as GMSI nao IgM, que
constituem o subtipo mais frequente (IgG, IgA, IgD), podem progredir para mieloma multiplo
indolente/latente, sintomatico, amiloidose, doenca de deposigdo de cadeias leves ou outra
doenga linfoproliferativa. As GMSI IgM, representam cerca de 15% dos casos, com um risco
de progressao para macroglobulinemia de Waldenstrdém e mais raramente mieloma multiplo
ou amiloidose. Por fim, o ultimo subgrupo é o das GMSI de cadeias leves € um subgrupo
mais raro com risco potencial de progressao para mieloma multiplo de cadeias leves,
amiloidose ou doenca de cadeias leves livres.

A GMSI é maioritariamente detetada aquando de acompanhamento clinico de
individuos com outras comorbilidades. A taxa de GMSI varia com a etnia, de acordo com a
maioria dos estudos realizados tem uma prevaléncia trés vezes superior em individuos
afrodescendentes, que em caucasianos. As razbes para o seu aparecimento podem estar
associadas a modificagbes citogenéticas e/ou a microalteragdes na medula éssea. As
translocagdes cromossémicas s&0 comuns € ocorrem em regides responsaveis pela
codificagdo das cadeias pesadas das imunoglobulinas. A translocagdo mais comuns é
t(11;14) (913;932), que corresponde a translocagéo entre o locus para cadeia pesada do
cromossoma 14 e o gene que codifica a Ciclina D1 no cromossoma 11, e que foi

demonstrada em 25% dos pacientes com GMSI. A desregulagdo da proteina Ciclina D foi
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observada quer em paciente com GMSI como em pacientes diagnosticados com Mieloma
Multiplo (Atkin et al, 2018).

A GMSI é assintomatica mas ao evoluir tem associada complicagbes como a
existéncia de fraturas, osteoporose, infegado, doenga renal neuropatia e trombose, pelo que,
qualquer individuo que tenha sido diagnosticado deve ser seguido por especialistas e
realizar monitorizagdo anual. A evolugdo para mieloma multiplo € imprevisivel devendo ter
em consideragao os casos com maior risco que apresentam niveis de proteina monoclonal
superior a 15 g/L, apds o primeiro ano de diagndéstico, e um subtipo de proteina monoclonal
nado IgG mas sim IgA ou IgM (Atkin et al, 2018).

Harris & Winter (2012) referem que aproximadamente 70% das gamopatias
monoclonais de significado indeterminado originam um clone 19G, 12% exibem clone IgA,
15% origina clone IgM e ainda 3% de GMSI exibem clone biclonal.

O diagndstico de GMSI nao faz parte dos teste de rotina, sendo apenas realizados
testes quando existe suspeita, no entanto, o diagnéstico precoce vem melhorar
significativamente a qualidade de vida do individuo porque permite mitigar o impacto
negativo das complicagbes de uma gamopatia de significado indeterminado que muito

provavelmente evoluirad para mieloma.

1.2 Inflamagodes e Infegoes Crénicas

As inflamagdes crénicas como a artrite reumatoide, o escleroderma, e a tiroidite de
Hashimoto sao patologias ndo neoplasicas que podem provocar um pico M na eletroforese.
Em infegcbes como endocardites bacterianas ou infe¢des por Mycobacterium tuberculosis é
também possivel observar eletroforese com este tipo de pico na regido gama (Harris &
Winter, 2012).

Os individuos com gamapatia monoclonal sdo susceptiveis a infecdes bacterianas
recorrentes, em que as mais comuns sdo as pneumonias e piélonefrites, e os agentes mais
frequentes sdo Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae
nos pulmdées e Escherichia coli e outros gram negativos no trato urinario. A razao para esta
susceptibilidade tem varias causas. Os individuos com mieloma apresentam uma
hipogamaglobulinémia difusa, se excluir a componente M. A hipogamaglobulinémia esta
relacionada quer com a diminuicdo da produg¢ao, quer com o aumento da destruicao dos
anticorpos normais. Alguns pacientes ainda produzem uma populagdo de células
reguladoras em circulagdo em resposta ao mieloma que podem suprimir a sintese de
anticorpos normais. No caso de um mieloma IgG os anticorpos normais IgG sao degradados
mais rapidamente que o normal, uma fez que a sua taxa catabdlica de anticorpos IgG, varia
diretamente com a concentragdo do soro. Nestes pacientes a resposta dos anticorpos é
muito fraca, especialmente quando presentes a um antigénio polissacarideo, como o que

estd presente na parede celular bacteriana. As fungdes do complemento também
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apresentam anormalidade, pelo que, todos estes factos contribuem para uma resposta

imune deficiente.

1.3 Imunossupressao devido a transplantagao
A utilizagdo de tratamentos com base em imunoglobulinas monoclonais pode trazer
algumas duvidas na interpretacdo do proteinograma eletroforético, sendo considerado um

factor de interferéncia (Morrison et al, 2019).

2. Gamopatias Monoclonais Neoplasicas

2.1 Discrasias Neoplasicas dos Plasmadcitos

2.1.1 Mieloma Muiltiplo Latente

O mieloma multiplo latente € um estadio intermédio da patologia mieloma multiplo,
entre uma gamopatia monoclonal de significado indeterminado e um mieloma multiplo ativo.
Nesta fase o risco de progressao da doenga nos primeiros 5 anos apés diagnostico € de
10%. A sua definicdo compreende uma imunoglobulina monoclonal com concentragao
inferior a 30 g/L ou uma concentracdo urinaria de imunoglobulina monoclonal inferior a 500
mg/24h. Nesta fase n&o sao reportados danos graves em érgéaos internos, o que nao € muito
diferente do que acontece com a gamopatia monoclonal de significado indeterminado. O que
os distingue € a presenga de clones de plasmécitos na medula 6ssea com percentagens de
10% a 60% (Morrison et al, 2019).

De acordo com Radjkumar et al (2014), o mieloma multiplo ativo ndo requer uma
concentragdo minima de imunoglobulina monoclonal. Estes autores vém incluir 3% de
pacientes com mieloma cujas células neoplasicas ndo segregam imunoglobulinas.
Adicionalmente cerca de 40 % de pacientes com mieloma apresentam lesbes nos 6rgaos,
mas valores de imunoglobulinas inferiores a 30 g/L na altura do diagnédstico. A diferenga
entre 0 mieloma latente e 0 mieloma ativo prende-se com a presenga ou auséncia de um
conjunto de critérios como a evidéncia de lesdo nos Orgdos internos, atribuida a
hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e lesdes dsseas; biomarcadores de malignidade
como a presenca de uma percentagem igual ou superior a 60% de células clonais na
medula; concentragcdo de cadeias leves livres igual ou superior a 100mg/L; resultado da
ressonancia magnética com mais do que um local de lesdo. Com estes critérios de atuagéo
pretende-se identificar pacientes com mieloma multiplo latente sem que estes apresentem
um grau de comprometimento, nos orgaos internos, mas com um elevado risco de

progressao para um mieloma multiplo ativo. Os estudos realizados tém demonstrado que
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com um valor de cadeias leves livres igual ou superior a 100, a probabilidade de progressao
para mieloma em dois anos é de 80% (Larsen et al, 2013).

A detecao precoce desta patologia neoplasica permite iniciar a terapéutica indicada e
0s pacientes acabam por beneficiar no entanto, falta desenvolver um biomarcador que
possibilite distinguir os individuos com mieloma multiplo latente e individuos com pré-
malignidade (Rajkumar et al, 2014).

Morrison et al (2019), refere que cerca de 50% dos pacientes diagnosticados com

mieloma sobrevivem em média 5 anos.

2.1.2 Mieloma Multiplo

O mieloma multiplo é conhecido por diferentes nomes incluindo mieloma das células
do plasma, mielomatose, plasmocitoma medular ou doenca de Kahler. E uma patologia
definida por uma proliferagao citogenética e heterogénea de clones de células plasmaticas
(Rajkumar et al, 2014).

O mieloma multiplo € uma patologia com uma longa historia, pensa-se que o0s
primeiros registados terdo ocorrido em 1844. O médico S. Solly realizou autdpsias a estes
individuos e foi possivel verificar que a medula éssea parecia que tinha sido substituida por
uma substancia avermelhada, inicialmente considerou tratar-se de um processo inflamatério
em que a matriz 0ssea seria absorvida e excretada pela urina através do rim (Kyle &
Rajkumar, 2008).

O mieloma multiplo surge na maioria dos individuos por progressdo de um estado de
gamopatia monoclonal assintomatica, que com o tempo progride para um mieloma multiplo
ativo, sintomatico. O mieloma multiplo representa uma proliferagdo maligna incontrolavel dos
plasmdcitos. Esta anomalia, juntamente com a resposta imunitaria do individuo provocam
disfungcbes em diferentes 6rgdos e sintomas desde dores nos 0ssos, insuficiéncia renal,
suscetibilidade para infegbes, anemia, hipercalcemia e ocasionalmente ocorrem
interferéncias nos fatores de coagulagao, sintomas neuroldgicos e hiperviscosidade (Wilson
et al, 1991).

O mieloma ativo representa cerca de 10% dos cancros hematoldgicos e também mais
comum em afrodescendentes que em caucasianos, o dobro, e ligeiramente mais comum no
sexo masculino que no feminino (Kyle & Rajkumar, 2008).

O mieloma foi diagnosticado a individuos expostos a radiacdo nuclear durante a
Segunda Guerra Mundial, apdés um periodo de laténcia de 20 anos. Apesar de nao existir
uma evidéncia direta de oncogenes no mieloma humano, a observagao de oncogenes c-myc
e b-lym no linfoma de Burkitt’s, a elevada incidéncia de translocagdes cromossomais em
tumores de células-B, e o papel dos virus RNA em plasmocitoma murino sugerem que as
células de linhagem B podem ser suscetiveis e um crescimento desregulado por este tipo de
estimulo radioativo. No plasmocitoma murino € possivel obter evidéncias que a indugao do

plasmocitoma requer um tipo de exposi¢ao a antigénios externos. Este facto sugere que um
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estimulo antigénico pode desempenhar um papel importante na transformagédo de um
determinado tipo de clone de células B. Existe também um predisposi¢cdo genética para o
aparecimento desta patologia em humanos. Estudos realizados por Wilson et al, (1991)
demonstram que pacientes com mieloma apresentam o HLA-B5 expresso mais
frequentemente que em outros pacientes. Existe a possibilidade de que o evento neoplasico,
possa envolver as células iniciais da formacao das células B (Wilson et al, 1991).

Esta patologia apresenta como manifestagdes clinicas a dor nos 0ssos, que é a mais
comum e esta presente em 70 % dos casos. A dor referida pelos pacientes ocorre
geralmente nas costas e costelas aumentando com o movimento, quando persistente e
localizada, num paciente com mieloma, geralmente estd associada a uma fratura. As lesdes
O0sseas no mieloma sao devidas a proliferagdo das células tumorais e pela ativagédo dos
osteoclastos, que destroem o osso. O aumento da destruicdo do osso vem por sua vez
aumentar a libertacdo de calcio do osso para a corrente sanguinea, hipercalcemia, é
responsavel por complicagbes agudas e cronicas. Podem verificar-se lesdes no cranio,
claviculas e esterno e ainda compressao de medula espinal (Harry & Winter, 2012).

O segundo problema clinico mais comum em pacientes com mieloma é a
suscetibilidade a infegdes bacterianas.

A insuficiéncia renal acontece em cerca de 25% dos pacientes com mieloma. A
hipercalcemia € um dos principais fatores de insuficiéncia renal. Os depédsitos glomerulares
de amiloide, hiperuricemia, infecées recorrentes e infiltragbes de células do mieloma no rim
sdo as principais causas da disfungédo renal. As lesdes tubulares que ocorrem devido a
libertacdo de proteinas, mais precisamente cadeias leves livres também se verificam e séo
causa de insuficiéncia renal (Wilson et al, 1991).

As cadeias leves livres podem levar a doenga renal evidenciada por um aumento da
creatinina no soro e pelo declinio da taxa de filtragdo glomerular. A elevagédo da creatinina
esta presente em 20 a 30% dos casos de mieloma multiplo. O valor de acido Urico
aumentado no soro pode também ocorrer devido a fraca excregédo, uma vez que a taxa de
filtragdo glomerular diminui. A doenga renal pode acontecer quando as cadeias leves que
sao filtradas ao nivel do glomérulo provocam danos nos tubulos proximais, uma vez que a
sua capacidade de reabsorgao € excedida e as cadeias leves depositam-se. Estes depésitos
sdo responsaveis por danos como a rutura e consequentemente as nefrites intersticiais,
causado danos no rim (Harris & Winter, 2012).

A anemia ocorre em cerca de 67% dos individuos com mieloma, € normalmente
normocitica e normocromica. Esta patologia surge devido ao aumento de células do
mieloma na medula éssea e devido a inibicdo da hematopoiese por fatores produzidos pelas
células anormais. E também registada leucopenia e trombocitopénia. As anomalias nos
fatores de coagulagdo podem ocorrer por falha de funcionamento dos anticorpos anti-
plaquetarios ou por intervencdo do componente M nos fatores |, Il, V, VII ou VIIl. Os
sintomas neuroldgicos ocorrerem em poucos pacientes mas, ndo devem ser descurados. A

hipercalcemia provoca letargia, fraqueza, depressao e confusao. A hiperviscosidade pode
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desencadear dores de cabeca, fadiga, disturbios visuais e retinopatia. A perda de controlo
urinario, a compressao da medula dssea, a dor radicular e a sindrome do tunel carpico
podem também ocorrer nos pacientes com mieloma multiplo (Rajkumar et al, 2014).

Uma das maiores dificuldades no diagndstico desta patologia, que é diferente de
outras malignicéncias, € que se trata de uma doenga com uma definigao clinicopatoldgica,
ou seja, € necessario que ocorram manifestagdes clinicas sérias como danos em 6rgéos,
como por exemplo, falha renal ou lesdes osteoliticas para que o diagnéstico seja reportado
como mieloma multiplo. Este dilema fazia com que os pacientes ndo recebessem
atempadamente tratamento que preveniria a falha de 6rgéos ou qualquer outro tratamento
contra o cancro, num estadio precoce, quando se encontra mais suscetivel. Esta forma de
agir era aceite porque os tratamentos que existiam eram muito restritos e os efeitos toxicos
bastante nefastos para o individuo e aparentemente os beneficios clinicos numa intervengao
atempada nao eram significativos. Atualmente esta justificagdo nao € aceitavel, uma vez que
as opgdes de tratamento aumentaram e demonstram que uma atuagao inicial em pacientes
assintomaticos pode prolongar a esperanca de vida (Rajkumar et al, 2014).

O avango no desenvolvimento em técnicas laboratoriais e em imagiologia vém
melhorar a avaliagdo dos critérios que definem um paciente em risco de contrair mieloma

multiplo.

2.1.3 Plasmocitoma

A maioria das neoplasias das células plasmociticas ocorre em diversos locais da
medula éssea, contudo existe um tipo de tumor solitario composto por células monotipicas
que pode ocorrer num 0sso, ou mesmo no exterior do osso (plasmocitoma extra 6sseo). O
plasmocitoma 6sseo e o plasmocitoma extra 6sseo representam cerca de 3 a 5% cada de
todas as células neoplasicas (Harris & Winter, 2012).

O plasmocitoma n&o causa sintomas ou sinais tipicos do mieloma multiplo como
anemia, calcio elevado ou lesbes 6sseas porque a medula 6ssea néo esta extensivamente
envolvido pelo plasmécitoma. No diagndstico desta patologia € sempre necessario a
realizagdo de ressonancia magnética para excluir lesées 6sseas em multiplos locais, que é
algo que se verifica no mieloma multiplo mas n&o no plasmocitoma. Contudo, no
plasmocitoma dsseo pode ocorrer destruigdo local do osso, num unico local. Nesta patologia
desconhece-se a razao pela qual ndo se registam sintomas de doenga renal. No
plasmocitoma 6sseo um UuUnico local 6sseo é afetado, onde a hematopoiese ocorre
normalmente como nas vértebras, cranio, pélvis, fémur, clavicula ou escapula. Em cerca de
25% a 75% dos casos é reportado um pico M em eletroforese (Harris & Winter, 2012).

No plasmocitoma extra 6sseo o 0sso ndo sofre danos e os locais mais comuns sdo o
trato respiratorio superior como a laringe, orofaringe, faringe e seios perinasais, mas outros

locais como o trato gastrointestinal, nddulos linfaticos e a bexiga também podem ser
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afetados. Nestes casos um pequeno pico M, maioritariamente IgA, é reportado em cerca de
20 % dos casos (Harris & Winter, 2012).

Rajkumar et al (2014), refere que para diagnéstico de plasmocitoma é necessario
biopsia da lesdo dssea ou tecido envolvente, com evidéncias de clones de células, auséncia
de insuficiéncia renal, anemia, hipercalcemia, lesdes 6sseas. A ressonancia magnética deve
apresentar-se normal na superficie do esqueleto, pélvis e coluna, com a excegao da zona de
lesdo solitaria. A taxa de progressao para mieloma multiplo pode ser de 60% em individuos
com plasmocitoma 6sseo e de 20% em individuos com plasmocitoma dos tecidos moles, em

apenas 3 anos.

3. Gamopatias Monoclonais por Deposigao

3.1 Amiloidose

A designagao de Amiloidose é usada para um grupo de patologias pouco comuns que
resultam da deposigdo extracelular de fibrilas com um didmetro entre 8-12 nm. Cerca de
95% da massa de fibrilas tem origem em proteinas amiloidogénicas e 5% da massa
apresenta varias glicoproteinas como, amiloide-P sérica, laminina, colagénio tipo IV e sulfato
de heparina, e ainda por apolipoproteina E. A este conglomerado fibrilado foi dado o nome
de amiloide (Harris & Winter, 2012).

A Amiloidose pode ser considerada como uma patologia de dobramento anormal das
proteinas. As formagbes amiloides podem ter origem em proteinas normais ou numa
mutagdo de proteina extracelular ou via macréfagos. A presenga ou a expressao de uma
proteina amiloidogénica por si s6 nado indica necessariamente que a doenga ira ocorrer. As
formacdes amiloides causam disfungéo celular por atrofia ou mesmo por danos na propria
célula.

Inicialmente, a doenga foi classificada como primaria, quando a causa do seu
aparecimento ndo era conhecida e secundaria quando era conhecida. Com os avangos das
técnicas de Imunologia foi possivel verificar que a maioria dos casos de amiloidose primaria
resultavam de uma gamopatia monoclonal produzida por uma cadeia leve (Harris & Winter
2012).

Harris & Winter (2012) consideram que a terminologia de amiloidose primaria e
secundaria é arcaica e deve ser evitada, e € mais importante tentar compreender o contexto
em que uma proteina especifica provoca amiloidose. A nomenclatura para a patologia
considera a letra A para Amiloidose e quando a doenga resulta do depdsito de uma cadeia
leve é designada de AL. As aminoidoses podem ser provocadas por mutagées nas
proteinas, como a apolipoproteina A e a designacao da amiloidose passa a ser A Apo-Al.

As Amiloidoses podem afetar multiplos 6érgéo, amiloidose sistémica, ou pode

predominar num local e apenas afetar um Unico 6rgdo. No caso de se tratar de uma
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patologia sistémica verifica-se que o conglomerado amiloide forma-se junto aos tecidos por
deposicao de proteinas de circulagdo. Estas proteinas podem ser proteinas normais em
elevadas concentragdes, como acontece na amiloidose inflamatéria com excesso de
amiloide A sérica, ou com mutagdo de proteinas hereditarias, como acontece com muitas
outras amiloidoses familiares (Wechalekar et al, 2015).

As amiloidoses sdo um grupo raro de doengas em que o depdsito de conglomerados
de fibrilas provenientes de diferentes tipos de proteinas normais, ou por hereditariedade de
uma proteina anormal amiloide, juntamente com o fator do envelhecimento surgem numa
fase tardia do ser humano. Estdo identificadas mais de 30 proteinas responsaveis por
formagdes amiloides, mas estudos recentes, utilizando espectrometria de massa,
demonstram que podem ser mais as proteinas amiloidogénicas. O tipo de amiloidose mais
frequente nos paises desenvolvidos é a amiloidose AL (Wechalekar et al, 2015).

A amiloidose AL é uma doenga sistémica que afecta multiplos 6rgdos com uma taxa
de sobrevivéncia de pacientes ainda pouco satisfatoria. A gamopatia monoclonal de cadeia
leve kappa ou lambda ou os seus fragmentos formam conglomerados de fibrilas que se
acumulam e depositam em diferentes tecidos. A doenga é provocada pela proliferagéo de
clones de células da medula 6ssea que segregam uma imunoglobulina de cadeia leve
instavel, amiloidogénica. A probabilidade de ocorrer aumenta significativamente com a
idade, e as pessoas com idade superior a 65 anos sdo as que apresentam maior risco. Esta
€ a forma de amiloidose sistémica mais comum e mais severa. Os depdsitos amiloides
infiltram-se nos tecidos, levando a sua disfungao ou mesmo a sua destruigdo. Os 6rgaos
mais afetados s&o os rins (74%), o coragéo (60%), o trato gastrointestinal (10-20%), o figado
(27%) e sistema nervoso (18%) (RySava, 2018).

Foi demonstrado por Rysava (2018), que no momento do diagndstico 69% dos
individuos apresentam lesdes em mais do que um 6rgao. Quando o 6rgao afetado é o
coragao o prognostico da amiloidose pode ser determinante e a causa de morte se nao
houver uma intervencdo atempada e uma boa resposta a terapéutica. A incidéncia desta
doenga, amiloidose (AL), é de aproximadamente 10 pessoas por milhdo de individuos por
anos. A insuficiéncia renal é muito frequente em individuos com amiloidose AL e pode levar
ao aparecimento de sindrome nefrético e a falha renal. Num estado mais avangado da
doenca ocorre destruicdo dos tecidos.

Com os avangos nos tratamento, torna-se evidente que um diagndstico atempado e
correto quanto ao tipo de amiloidose € essencial para um tratamento mais eficaz.

Atualmente, técnicas histolégicas podem ser usadas para distinguir os depdsitos
amiloides nos tecidos e técnicas como a imunofluorescéncia e espectrometria de massa
podem ser usadas em casos de duvida num diagnéstico (Ry8ava, 2018).

A atividade da doenga e a resposta hematolégica ao tratamento pode ser
monitorizada medindo os niveis de proteina monoclonal no soro e na urina. A eletroforese
de proteinas séricas é considerada uma técnica inadequada, uma vez que cerca de metade

dos individuos com amiloidose AL n&o apresentam um pico monoclonal detetavel no soro.

55



No entanto, considera-se que todos os individuos devem ser testados por imunoeletoforese
e imunofixagdo no soro, uma vez que sao técnicas mais sensiveis com detegao de niveis de
picos M de cerca de 150mg/L e permite uma caracterizagdo de isétopos. Contudo, séo
técnicas trabalhosas e intensivas que nem sempre permitem obter o resultado pretendido e
torna-se necessario recorrer a outras técnicas como ensaios nefelométricos (Rysava, 2018).

A amiloidose AL é o tipo de amiloidose mais comum com um progndstico pouco
satisfatério, continua ser uma doenga severa e quanto mais cedo for feito o diagnéstico,
mais direcionado e agressivo pode ser o tratamento, o que pode levar a uma completa
remissao e uma resposta muito positiva dos érgaos afetados. Os novos tratamentos que tém
vindo a surgir incluem terapéuticas hematoldgicas e imunoterapias, e representam uma

resposta promissora e uma esperanga para esta patologia inicialmente incuravel.

3.2 Deposigao de cadeias leves

A doenca de deposigcao de cadeias leves (LCDD) é provocada por deposigdo de
cadeias leves provenientes da discrasia de plasmdcitos e ocorre ao nivel dos tecidos, no
entanto, ndo apresenta forma amiloide. As gamopatias monoclonais kappa provocam mais
frequentemente LCDD (cerca de 80%) que amiloidose renal.

Os orgaos mais afetados por esta patologia sdo os rins, coragdo, nervos, vasos
sanguineos, e de uma forma menos comum as articulagdes. Nesta patologia os rins sdo os
orgaos que comummente sdo mais afetados, pode surgir sindrome nefrética e em casos
mais graves a insuficiéncia renal com falha do érgéo.

No que respeita ao diagndstico, a proteinuria observada € de 1000-3000 mg/dia e a
avaliacao é similar a que se realiza quando ocorre suspeita de amiloidose AL, imunofixagao,
sérica e urinaria, e imunofixagdo com cadeias leves livres kappa e lambda, quando a

eletroforese de proteinas séricas e urinarias é negativa (Harris & Winter, 2012).

3.3 Deposigao de cadeias pesadas

A doencga de deposigao de cadeias pesadas (HCDD) é uma forma rara de doenga por
deposicdo de imunoglobulinas monoclonais. Esta patologia é definida pela presenga de
depdsitos nos tecidos de imunoglobulinas monoclonais de cadeias pesadas truncadas, mais
frequentemente com uma cadeia pesada de uma imunoglobulina 1gG (IgG; Y-HCDD) e
ocasionalmente IgA (a-HCDD), IgM (u-HCDD), ou IgD (6-HCDD). As manifestagdes clinicas
incluem hipertensao, perda progressiva da fungdo do rim, anemia, proteinuria e hematuria
(Zhang et al, 2019).

Cohen et al, (2015), descreve a combinacdo do depdsito de cadeia leves e cadeia

pesadas normais, especialmente no rim.
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4. Linfomas e Leucemias

4.1 Macroglobulinémia de Waldenstrom

A Macroglobulinémia de Waldenstrém é uma patologia também provocada por uma
gamopatia monoclonal, trata-se de um subgrupo raro de linfomas de células B indolente e é
definido por uma imunoglobulina IgM no soro obtido utilizando técnicas de eletroforese de
proteinas e posteriormente imunofixagdo, e pela presenga de 10 % de células linfo
plasmdciticas na medula 6ssea por estudos histolégicos.

Os autores Grunengerg & Buske (2017) referem que esta patologia representa 1-2%
de todas as neoplasias hematoldgicas e tem uma incidéncia anual de 3.8 por milhdo de
individuos nos Estados Unidos.

A Macroglobulinémia de Waldenstrdm por definicdo tem associada a si uma
paraproteinemia IgM. No entanto, individuos com outros linfomas podem também apresentar
uma gamopatia IgM (20% em leucemia linfocitica crénica, 7.1% em linfomas de zona
marginal (Grunengerg & Buske, 2017).

Os sintomas caracteristicos sdo provocados pelas infiltragcbes de células malignas na
medula oOssea e pela elevagdo dos valores de IgM, que pode provocar viscosidade
sanguinea elevada e fendmeno autoimune. A fraqueza e o cansago sao muito comuns, uma
vez que estes pacientes apresentam anemia, menos comum € a presenga de crioglobulinas.
A imunoglobulina IgM pode depositar-se na pele e no trato gastrointestinal e provocar
diarreias, pode ligar-se a fatores de coagulagdo, plaquetas ou fibrina e provocar
coagulopatias. A terapéutica apenas € aplicada em pacientes sintomaticos.

A Macroglobulinémia de Waldenstrém € uma doenga heterogénea quer clinicamente,
quer geneticamente. A mutagcdo mais comum afeta o gene MYD88, que apresenta mutagao
em 90% dos pacientes. Imunofenotipicamente as células neoplasicas expressam na sua
superficie imunoglobulinas usualmente IgM, por vezes IgG, em casos raros IgA, mas nunca
IgD. Expressam também os antigénios tipicos associados a células B, CD19,CD20, CD22,
CD79a (Harris & Winter, 2012).

A terapéutica recomendada para esta patologia depende das condigbes em que o
individuo se encontra. Como regra apenas os sintomaticos sao tratados e a terapéutica
compreende o uso de Rituximab (anticorpo monoclonal CD20), juntamente com
bendamustine, ciclofosfamida e dexametazona é recomendado como tratamento primario
(Grunengerg & Buske, 2017).

4.2 Leucemia Linfocitica Crénica

A Leucemia Linfdcitica Crénica (LLC) é uma patologia inicialmente latente de células
B neoplasicas que podem circular na corrente sanguinea ou permanecer nos nodulos
linfaticos. A medula éssea é afetada e noutros locais como o figado e o bago podem

também surgir células neoplasicas (Harris & Winter, 2012).
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A Leucemia Linfocitica Crénica € a mais comum em adultos e a sua origem tem sido
alvo de debate, estando relacionada com as células B “naive”. O imunofenotipo de CLL é
positivo para IgM/IgG com expressao de CD5, CD11, CD19, CD20, CD22, CD23, CD43 e
CD79. O pico monoclonal M pode ser detetado em pacientes, com uma frequéncia de 3% no
soro. Se for realizada imunofixagdo urinaria, a frequéncia com que sao detetadas cadeia
leves aumenta para 69%. A taxa de sobrevivéncia é de 4 a 6 anos (Harris & Winter, 2012).

A maioria dos individuos é inicialmente assintomatica, passando depois a desenvolver
sintomas como fadiga, perda de peso, infegdes, aumento do volume do figado, do bago e

dos nodulos linfaticos.

4.3 Doenca de Franklin

A Doencga de Franklin € uma patologia que apresenta malignidade em alguns casos e
€ caracterizada por produzir uma cadeia pesada incompleta que pode ser da tipo alfa, gama
ou mu. As cadeias incompletas podem ser o resultado de mutagdes, e ndo se ligam as
cadeias leves. Como nao existe ligagdo sao segregadas mais cadeias pesadas novamente
incompletas.

A Doenga de Franklin € também conhecida por doenga de cadeias pesadas gama e €
considerada como uma forma de linfoma linfoplasmécitico com segregagdo de cadeia
pesada gama. Na forma classica da doenga podem-se encontrar linfécitos neoplasicos nos
nodulos linfaticos, no trato gastrointestinal, no bago, no figado na medula éssea e no sangue
periférico. As manifestagdes clinicas envolvem sintomas como febre, perda de peso,
fraqueza anorexia e infecbes bacterianas recorrentes. Podem também ocorrer também
doencas autoimunes em cerca de 25% dos casos, como artrite reumatoide, anemia
hemolitica autoimune, vasculite, sindrome de Sjoégren, lupus e tiroidite. Nesta doenga nao se
observam depdésitos amiloides nem lesdes liticas do osso (Harris & Winter, 2012).

As células neoplasicas presentes na doenga de Franklin apresentam cadeias pesadas
no citoplasma, sem cadeias leves e expressam CD79a. Sdo também expressos CD20,
CD138, no entanto nenhuma célula neoplasica é positiva para CD5 e CD19 (Harris & Winter,
2012).

4.4 Doenga de cadeias pesadas mu

A doenga de cadeias pesadas mu € distinta da macroglobulinemia de Waldenstrom.
Na macroglobulinemia de Waldenstrém a IgM pentamérica € intacta de cadeia pesada mu e
as cadeias leves kappa ou lambda sdo segregadas, enquanto que na doenga de cadeias
pesadas mu apenas é segregada cadeia mu e ndo existem cadeias leves. Na eletroforese e
imunofixagao o pico monoclonal M nas cadeias pesadas pode surgir. Esta neoplasia maligna
tem semelhangas com a CLL com o envolvimento do sague periférico, da medula dssea,

figado e bago, sem linfoadenopatias. Histologicamente as cadeias pesadas mu observam-se
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no interior do citoplasma com e sem cadeias leves. Apresentam falta de expressdo de CD5
e CD10 (Harris & Winter, 2012).

4.5 Doenca de cadeias pesadas alfa

A doenga de cadeias pesadas alfa (a-HCD) é uma doenga linfoproliferativa na qual é
produzida uma proteina de cadeia pesada monoclonal sem a presenga de cadeias leves
kappa ou lambda. Existem trés tipos de a-HCD, consoante o local anatomico em que se
encontra: pode ser digestiva, respiratoria e linfatica. O tipo digestivo € sindnimo de linfoma
imunoproliferativo do intestino delgado. A caracterizagdo clinica desta doenga digestiva
incluem perda de peso, diarreia intermitente, dor abdominal prolongada, ma absorgéo e por
vezes obstrucao intestinal (Kurimoto et al, 2014).

Os individuos com esta patologia apresentam uma proteina monoclonal M do tipo IgA
com cadeia pesada alfa incompleta, sem cadeias leves como resultado de eletroforese de
proteinas, imunoeletroforese e imunofixagdo no soro, urina, saliva e suco intestinal, o que é
uma mais valia para diagndstico (Kurimoto et al, 2014).

A presente patologia pode ser reversivel e regredir em alguns casos ou progredir para
linfoma difuso das células B aumentadas. No que respeita ao imunofenétipo sao positivas
para a presenga de cadeias pesadas alfa no interior do citoplasma, sem cadeias leves. As
células das zonas marginais do trato digestivo sao positivas para CD20, mas sem expressao
de CD5 e CD10 (Harry & Winter, 2012).

4.6 Linfoma MALT(Mucosa Associated Linfoide Tissue)

O linfoma MALT (Mucosa Associated Linfoide Tissue) € uma forma de linfoma das
células B e esta fortemente associado a infegdo por Helicobacter pilory. A prevaléncia desta
infecdo esta relacionada com a regido geografica, o status socioeconémico, o nivel
educacional, a idade e a ocupacgao (Zucca & Bertoni, 2016).

De acordo com Filip et al (2018), os individuos que apresentam gastrites provocadas
por H. pilory estdo em risco de desenvolver linfomas MALT gastricos. No entanto, € uma
patologia com baixa incidéncia de evoluir para neoplasia, pois requer que se desenvolvam
condi¢cdes proprias. Os estudos realizados usando testes com Helicobacter pilory, em
apenas um teste em treze foi capaz de estimular a proliferagdo das células B e a produgao
de IL 2 pelas células T. A infegao por Helicobacter pilory provoca uma transformagao das
células B normais em clones malignos por translocagéo cromossémica.

O mecanismo de neoplasia parece estar associado a estimulagdao antigénica das
células T. Em 50% dos casos o local mais afetado € o trato gastrointestinal. No trato
gastrointestinal, o estdbmago esta envolvido em 85% dos casos. Este linfoma aparece
noutros locais que nao o estdmago como pescogo, cabega, glandulas salivares, mamarias e

tiroidea, pulmdes, olhos e pele (Filip et al, 2018).
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O linfoma MALT é um dos subtipos histolégicos dos linfomas gastricos primarios com
uma incidéncia superior nos homens que nas mulheres e mais elevada em individuos com
idade entre 50 a 60 anos. Este tipo de linfoma é caracterizado por uma infiltragao linfoide
densa que invade e destr6i as mucosas gastricas resultando numa lesdo linfoepitelial
indicadora de linfoma.

O linfoma MALT nao apresenta antigénios especificos. O imunofenotipo deste linfoma
gastrico € CD20, CD21, CD35, CD79a positivo, mas negativo para CD5, CD10, CD23. A
imunoglobulina expressa pelas células neoplasicas é geralmente IgM com cadeia kappa ou
lambda monoclonal. Aproximadamente um em cada trés individuos expressa um pico
monoclonal M (Harry & Winter, 2012).

A regresséao do linfoma MALT é possivel em estadios pouco avangados da doenga,
com terapia de erradicagao no entanto, em alguns casos € necessario recorrer a medicagao

como rituximab apenas ou associado a outros medicamentos (Zucca & Bertoni, 2016).
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Consideragoes Finais:

A fase pré-analitica € fundamental para a realizagdo de qualquer analise clinica, € o
ponto de partida que pode p6r em causa todo o processo de diagndstico. O paciente tende a
facilitar e nem sempre cumpre o que lhe é pedido na preparagao para a colheita de sangue.
O flebotomista tem a funcédo de se certificar que estdo reunidas as condi¢cdes essenciais
para a realizagao da colheita sem que ocorram interferéncias. A sua responsabilidade para
com todo o processo € fundamental desde respeitar todos os procedimentos de colheita,
garantindo a correta identificagdo do paciente e da amostra. A triagem e transporte de
amostras com o uso adequado de malas térmicas, veiculos de transporte, manuseamento
de amostras, verificagdo da qualidade da amostra e centrifugagdo, aliquotagem e
distribuicao sdo também essenciais para a obtengao de resultados fidedignos.

A fase analitica neste relatério engloba a utilizagdo de equipamentos e reagentes para
a realizacdo de eletroforese de proteinas séricas e imunofixagdo. E o resultado obtido por
estas analises, juntamente com exames de radioimagiologia, que vai permitir ao clinico
diagnosticar e administrar o tratamento mais adequado e o mais cedo possivel em
patologias que nem sempre sdo de facil diagndstico, ou que s6é sdo diagnosticadas mais
tardiamente.

A sua experiéncia profissional em analises clinicas vem desde o ano 2000, sempre
com fungdes nas diferentes areas do Laboratério Clinico. Ao longo deste periodo realizou
eletroforese de proteinas séricas e imunofixacdo, doseou proteinas totais na urina entre
outros testes, quase diariamente e pdde compreender a importancia de detetar
atempadamente uma banda monoclonal e como este resultado vai beneficiar a qualidade de

vida do paciente.
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Fig. 1. —llustragdo da utilizagédo do Kit de imunofixagdo Hydragel IF20 (SEBIA, 2014).
Nesta figura é possivel observar algumas das diferentes etapas do processo manual de realizagdo da imunofixagao.
Este kit comercial apresenta um suporte onde é colocado o gel (Figure 2) depois a amostra é pipetada para um
aplicador com as pistas ELP, G, A, M, K e L e colocado sobre o gel(Figure 3 e 4). De seguida é realizada a
electroforese seguindo as instrugdes de voltagem, tempo de corrente a aplicar. Apds a migragéo o gel & colocado
novamente no suporte e é posicionada uma mascara que vai permitir aos antissoros e fixador percorrer cada pista
na totalidade (Figure 5). Depois destas etapas algo exigentes é necessario proceder a coloragédo e descoloragao
com corante negro de amido fornecido com o kit, para depois observar a existéncia ou auséncia de bandas

monoclonais.
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