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1.  Mnemonico(s)
PRPA (Pesquisa de Paraproteinas)

2. Sinonimia

Eletroforese de alta resolugao do soro + Eletroforese de alta resolucédo da urina +
Imunofixacao de proteinas do Soro (se indicado) + Imunofixagao de Proteinas da Urina (se
indicado) + Dosagem de Imunoglobulinas (IgG, IgA e IgM) se indicado.

Nota: Esse protocolo substitui os exames “pesquisa de proteinas de Bence Jones” e
Imunoeletroforese.

3. Introducgao

3.1. O Protocolo do SVPCL - IPSEMG

Estas recomendacbes sao fruto da elaboracdo de informagdes derivadas de diretrizes
para a pratica clinica de painéis de especialistas para a avaliagao clinica e laboratorial de
pacientes suspeitos de terem uma condi¢céo clinica que origine proteina monoclonal no
soro e/ou urina (paraproteina). Estas recomendagdes descrevem as condigbes clinicas
nas quais uma proteina monoclonal deve ser pesquisada, a sequéncia 6tima de testes
para diagnostico e acompanhamento destes pacientes, e os mais efetivos procedimentos
laboratoriais.O Servigo de Patologia Clinica do HGIP (IPSEMG), em fase de implantagao
das metodologias Eletroforese de Alta Resolugdo e Imunofixacdo de Proteinas criou o
perfil chamado “Pesquisa de Paraproteinas”. De posse dessa requisicdo, o laboratério
procede a Eletroforese de Alta Resolugdo em soro e urina. Caso sejam detectadas bandas
suspeitas de proteina monoclonal, realiza-se a imunofixagcéo (IgG-IgM-IgA-kappa-lambda)
e a dosagem das Imunoglobulinas (IgG, IgA e IgM) por nefelometria. O intercambio de
informagbdes entre o laboratério e o médico € muito recomendavel, tanto antes da
indicac&o quanto para o seguimento dos casos.

APROVACAO

ASS. E CARIMBO:

Pagina 1 de 13




Dir.:
Hipsemy Diretrizes SIGLAS:  DISA/SUHOSP/
DVSCDT/SVPCL

3.2. Bases fisiopatologicas
As moléculas das imunoglobulinas séo formadas por duas cadeias pesadas idénticas (H) e
duas cadeias leves idénticas (L), conforme diagrama abaixo:
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Diagrama esquematico de uma imunoglobulina Tipo IgG
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As cadeias H podem apresentar 5 especificidades e as cadeias leves, duas. Ver Tabela 1.
Tabela 1 — Cadeias das Imunoglobulinas

Cadeias Pesadas (H) | Cadeias Leves (L)
u IgM K Kappa
Y lgG A Lambda
o |gA
) gD
€ IgE

As cadeias leves sao produzidas independentemente e em excesso para sua incorporacao
as imunoglobulinas, na proporgédox : A =2 : 1.

Um unico clone de célula plasmatica produz uma unica imunoglobulina. Contudo, a Proteina
M (paraproteina), pode consistir de:

- Polimero de Imunoglobulinas;

- Monbémero de imunoglobulina;

- Fragmentos de imunoglobulinas (geralmente cadeia leve = Proteina de Bence Jones);

- Raramente: cadeias pesadas ou meia molécula.

M-protein
Albumin Alpha-1 peak

\ Alpha-2
Transferrin

--1 |
GEII'HITIF;I Globulin
Figura1: Corrida eletroforética mostrando um pico monoclonal

4. Principios dos testes

4.1. Eletroforese de Alta Resolugao

Modificacdo do processo tradicional de eletroforese que utiliza um tampao de forga ibnica
relativamente mais intensa (1=0,075, pH 8,6) em um mistura com lactato de célcio em gel
de agarose 8g/L e com redugdo da temperatura do sistema para 10 a 14 graus C. Em
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pessoas normais obtém-se 13 bandas, e uma ou mais de 8 bandas s&o possiveis em
condigdes patoldgicas.

4.2. Imunofixagao

A Eletroforese com Imunofixagdo (IFE) é um procedimento em dois estagios que utiliza
eletroforese de alta resolugdo no primeiro estagio e imunoprecipitagdo no segundo. As
proteinas s&o primeiro separadas por eletroforese. No segundo estagio, o antigeno e
anticorpo soluveis sao colocados em contato para reagir.Os anticorpos que podem ser
utilizados s&o para: 1gG, IgA, IgM, Cadeia leve Kappa e Cadeia leve Lambda. Os
complexos antigeno-anticorpo resultantes se tornam insoluveis (desde que o anticorpo
esteja em leve excesso ou proximo a equivaléncia) e se precipitam. As proteinas que nao
reagiram s&o removidas por lavagem e o complexo Ag-Ac pode ser corado, sendo as
bandas da eletroforese comparadas as obtidas por imunofixacdo.A maioria das proteinas
monoclonais migra na regido catodica (gama), mas, devido a sua anormalidade, podem
migrar em qualquer regido das globulinas a eletroforese. As bandas de proteinas
monoclonais ao padréo da imunofixagdo ocupardo a mesma posigdo de migragao e terao
a mesma forma observada no eletroforetograma de referéncia. A proteina anormal sera
identificada pelo anti-soro correspondente usado. Uma banda correspondente a Proteina
C-reativa pode ser detectada em pacientes com resposta inflamatéria aguda, sob a forma
de uma banda estreita ao final da extremidade catédica.

4.3. Nefelometria

A nefelometria € um sistema de detecgcdo de energia luminosa desviada ou refletida para
um dectetor que ndo esta em linha direta com a luz transmitida. E usada para quantificar
complexos antigeno-anticorpo que se formam entre um componente protéico do soro € o
anticorpo especifico reagente.

4.4.Proteinuria de 24 horas

Dosagem quantitativa das proteinas totais em urina de periodos (geralmente 24 horas). Os
métodos mais usuais sdo os baseados em ligacdo a corantes devido a praticidade.
Geralmente, ndo sao lineares e nao tém a mesma sensibilidade para todas as proteinas,
subestimando as cadeias leves das imunoglobulinas.

4.5. Crioglobulinemia

A crioglobulina € uma proteina sérica que se precipita em temperaturas abaixo da
temperatura corporal (37 graus C). A maioria das crioglobulinas é um complexo de
imunoglobulinas policlonais, mas quase 50% sao monoclonais, em geral IgM. Para a
verificagdo da presenca das crioglobulinas por precipitacdo, € essencial a fase pré-
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analitica, para que a temperatura da amostra ndo se reduza para menos de 37 graus C
em nenhum momento.

5. Aplicagoes clinicas da Pesquisa de Paraproteinas

As condigdes clinicas associadas a uma proteina monoclonal (paraproteina ou proteina-M)
em soro ou urina podem ser agrupados separadamente como: plasmaciticas, linfociticas,
proteina infiltrativa ou miscelanea. O estudo das proteinas plasmaticas e urinarias é
fundamental para o diagndstico das neoplasias de células plasmaticas.

A apresentagao clinica é pleomoérfica, mas geralmente inclui:

Dores 6sseas, especialmente no dorso, como sintoma de destruicdo dssea. Pode haver
‘perdade estatura, dor lombar inexplicada e persistente, osteoporose em homens e
mulheres pré-menopausa e sintomas compativeis com compressao de raiz nervosa;
Infecgdes recorrentes e anemia por depressao imunitaria e/ou da fungado medular. Anemia
normocitica normocrémica arregenerativa e homogénea, neutropenia e/ou
trombocitopenia;

Aumento persistente da velocidade de hemossedimentacdo ou da viscosidade
plasmatica. Sindrome de hiperviscosidade. Alteragdes de fundo de olho;

Lesdo renal causada pela excrecdo da proteina de Bence Jones, hiperviscosidade e
hipercalcemia.

Tabela 2 — Critérios para Diagndstico de Pacientes com Mieloma Multiplo

Critérios para diagnéstico de Mieloma Muiltiplo

Critérios Maiores:

5.5.1. Plasmacitomas a biépsia tissular

5.5.2. Plasmacitose ao mielograma (>30% de células plasmaticas)

5.5.3. Pico monoclonal de imunoglobulinas a eletroforese

1gG>3,5 g/dl ou IgA>2,0 g/dl; excrecao de cadeias leves Kappa ou Lambda >1,0 g/dia a
eletroforese de proteinas na urina de 24 h.

Critérios Menores:

5.5.3.1.1.1.1. Plasmacitose ao mielograma (10 a 30% de células plasmaticas)

5.5.3.1.1.1.2. Pico monoclonal de imunoglobulinas presente, mas de menor
magnitude que os descritos acima.

5.5.3.1.1.1.3. Lesbes osteoliticas

5.5.3.1.1.1.4.IgM normal < 50 mg/dl, IgA normal < 100 mg/dl, IgG normal <
600 mg/dl
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Conjunto de critérios (Durie e Salmon)
- Quaisquer dois critérios maiores
- Critério maior 1 mais critério menor b, c ou d
- Critério maior 3 mais critério menor a ou ¢
- Critériomenora,becoua, b ed.

Mieloma indolente (mesmo que mieloma exceto)

Lesbes dsseas ausentes ou limitadas
Componente M — (a) IgG < 7 g/dL; (b) IgA < 100 mg/dL
Sem sintomas ou sinais associados

Tabela 3 - Caracteristicas Laboratoriais de Apresentagiao do Mieloma Multiplo

30% Hipercalcemia

88% Proteinuria

49% Proteinuria de Bence Jones

76% Pico monoclonal a eletroforese de proteinas séricas

9% Hipogamaglobulinemia

15% Normais ou com pequenas altera¢des a eletroforese de proteinas séricas
75% Pico monoclonal a eletroforese de proteinas urinarias

83% Cadeia pesada monoclonal a imunoeletroforese de proteinas séricas
8% Cadeia leve monoclonal a imunoeletroforese de proteinas séricas
0,3% Nao secretorios

7% Amiloidose

Tabela 4 - Avaliagao de Rotina, Pré-Tratamento

Hemograma completo e contagem de plaquetas

Proteinuria de 24 horas

Eletroforese de alta definigdo de proteinas séricas (+ Imunofixagdo se indicado)

Eletroforese de alta definigdo de proteinas urinarias (+ Imunofixagdo se indicado)

Tipagem antigénica de imunoglobulinas monoclonais em soro e urina por imunofixagdo (ou
imunoeletroforese)

Beta2-Microglobulina sérica (se fungao renal preservada)

Mielograma e Biopsia de Medula

Creatinina, Calcio Total e idnico, Eletrdlitos, Acido Urico, Funcéo Hepatica

Rx Térax, Rx Esqueleto, Eletrocardiograma

Exame de Fundo de Olho (para avaliar viscosidade)
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Clinical Suspicion then:

| Serum & Urine Screen

HRE & IFE

| on=100X °

Immunofixation [IFE)

Figura 2 - Fluxograma sugerido para a Pesquisa de Paraproteina

6. Pesquisa e quantificagao de M-proteinas (Pesquisa de Paraproteinas)

6.1.

Eletroforese de alta resolugao de soro e urina

Indicada para todos os pacientes suspeitos de discrasia de céls. plasmaticas. O gel
deve ser examinado diretamente pelo interpretador. Este procedimento é util, mais
comumente, a desordens clinicas que sugerem mieloma multiplo, macroglobulemia de
Waldenstrom ou amiloidose, mas também incluem condigcbes menos freqientes como:
plasmacitoma solitario, Sindrome POEMS, D. de Cadeia Pesada e doencas de
deposig¢ao de imunoglobulinas. A densitometria para quantificagdo esta indicada em
todos os casos com presencga de M-proteinas.
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Figura 3: Variacao da resolugao a eletroforese
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6.1.1. Repeticao da eletroforese de alta resolugao de soro e urina

6.2.

As alteracdes nos niveis de M-proteinas previamente identificadas em soro e urina por
repeticdo da eletroforese de alta resolugdo esta indicada, a intervalos regulares, a
cada 1 a 2 meses em pacientes com Mieloma Multiplo, Macroglobulinemia de
Waldenstrom ou amiloidose e a cada ano para pacientes com gamopatia monoclonal
de significado indeterminado

Eletroforese de baixa resolucao
Uso desaconselhado.

7. Definigao do tipo de M-Proteina

71.

7.1.1.

7.2.

Imunofixagao

Indicada para definir o tipo de proteina anormal. Mesmo com a eletroforese de alta
resolugdo negativa, a imunofixacdo com anti-soros anti cadeias leves Kappa e
Lambda pode ser util para a deteccdo de pequenas quantidades de M-proteina em
casos onde se suspeita de discrasia de células plasmaticas. A imunofixagdo nao esta
indicada em casos 6bvios de gamopatia policlonal a eletroforese de alta resolugao.
Quando ha elevagao policlonal assimétrica, a imunofixagao pode ser util apés contato
entre o laboratério e 0 médico assistente.

Repeticao da Imunofixagao

A imunofixagdo ndo deve ser repetida a menos que haja alteracdo na migracao
eletroforética, haja um pico adicional ou para confirmagao de remissdo completa apds
o tratamento.

Imunoeletroforese
Uso desaconselhado.

8. Quantificagdao de Imunoglobulinas

8.1.

Nefelometria

A presenca de M-proteina deve ser seguida por sua quantificacdo densitométrica, a
nao ser em casos em que a M-proteina, em baixa concentracao, esta obscurecida por
outras proteinas. Nestes casos, a quantificagcdo das imunoglobulinas por nefelometria
pode ser mais exata. Para todos os pacientes com discrasia de células plasmaticas, a
dosagem direta das imunoglobulinas por nefelometria esta indicada, ao diagndstico,
para definicdo do nivel das imunoglobulinas ndo envolvidas. A nefelometria n&o deve
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ser usada como unico método para a triagem de pacientes quanto a presenga de M-
proteinas.

8.2. Imunodifusao radial
Uso desaconselhado.

9. Pesquisa de cadeias leves livres na urina

9.1.

9.2.

Proteinuria de 24 horas + Eletroforese de alta resolugdo com medida
densitométrica de pico de cadeia leve em urina concentrada 100x +
Imunofixagao

Todos os pacientes com Mieloma Multiplo, Macroglobulinemia de Waldenstrom,
Amiloidose e desordens relacionadas devem ser avaliados quanto a presenca, tipo e
excrecao diaria de cadeias leves monoclonais livres.

Proteinuria a tira reagente, ao acido sulfossalicilico e a precipitagao pelo calor
(Bence Jones)
Uso desaconselhado

10. Estudo da viscosidade do sangue

10.1.

Determinacgao da viscosidade do sangue + eletroforese de proteinas séricas

A sindrome da hiperviscosidade requer a troca de plasma de emergéncia com
indicagdo baseada em dados clinicos. Estes exames devem ser feitos antes da
primeira plasmaferese para ser feita a correlacao entre os niveis de M-proteina e os
sintomas, uteis para a indicacado das préoximas plasmafereses.

10.2. Exame de fundo de olho
Na auséncia de metodologia especifica para a determinagao da viscosidade, o exame de
fundo de olho pode fornecer elementos uteis.

11. Pesquisa de crioglobulinas

11.1.

Crioglobulinemia

Deve ser realizada em todos os pacientes com M-proteina e complicagdes especificas
devidas a sensibilidade ao frio, especialmente aqueles com imunoglobulinemia
monoclonal tipo IgM. Caso a precipitacdo sugira crioglobulinas, elas devem ser
quantificadas, solubilizadas e caracterizadas imunoquimicamente.
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A triagem para crioglobulinemia é desencorajada para pacientes com sintomas vagos
e inespecificos.

Nota: Em resumo, as técnicas atualmente recomendadas para a avaliacdo das M-
proteinas consistem na eletroforese de alta resolugao ( em gel ou capilar), imunofixagéo e
imuno-selecgao (para documentar casos de doenga de cadeia pesada). A imuno-subtragéo
€ uma nova e promissora técnica para a caracterizacdo de M-proteinas, ainda em
estudos.

12.Fase pré-analitica

12.1.Preparo do paciente
O paciente deve ter soro e urina coletados apds agendamento no laboratério, por dois
motivos:
1- A urina e o soro para eletroforese de alta resolugao e imunofixacdo devem ser
imediatamente processados.
2- O soro deve ser coletado, coagulado e centrifugado a 37 graus C para que nao haja
perda de crioglobulinas (proteinas monoclonais em potencial).

12.2. Material/Amostra para Eletroforese de alta resolug¢ao e Imunofixagao
Soro ou urina recentes sao a amostra de escolha.

Fatores interferentes: A evaporacdo de amostras ndo tampadas pode causar
evaporacao e resultados inexatos. O plasma nao deve ser usado devido a adesao de
fibrinogénio a matriz de gel, causando o aparecimento de uma banda em todos os
padrbes através do gel.

- Armazenamento e estabilidade: Amostras recentes de urina e soro sdo ideais. Caso
seja necessario armazenamento, as amostras podem ser armazenadas com tampa
hermética a 2 a 6 graus C por até 72 horas.

13.Fase analitica

Ver os documentos relativos aos seguintes procedimentos:
Eletroforese de Alta Resolugao Doc XXX
Imunofixagao Doc YYY
Nefelometria para IgG, IgA e IgM Doc 277
Proteinuria de 24 horas DOC QQQ
Crioglobulinemia DOC WWWW
APROVACAO
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14.Fase poés-analitica
14.1.Valores de referéncia

Auséncia de banda monoclonal a eletroforese de alta resolugao de soro e de urina.

B.Modelo de laudo
Pesquisa de Paraproteinas positiva: Numero e tipo de bandas encontradas em soro e/ou
urina mais a quantificagdo das imunoglobulinas por nefelometria.

C. Valores criticos

Recomenda-se que todos os casos submetidos a pesquisa de paraproteinas sejam
discutidos com o médico assistente e seus resultados sejam documentados até o ponto de
correlagado com o diagndstico clinico para validagao.

14.2. Notas interpretativas (notas a serem colocadas no laudo quando apropriado)

“Pacientes que apresentarem precipitacdo de cadeias Kappa ou Lambda e nao
apresentarem precipitagao de IgG, IgA ou IgM podem ter cadeias leves livres ou
proteina monoclonal tipo IgD ou IgE, e devem ser testados novamente a imunofixagao
com estes dois anti-soros.”

14.3.Interpretacao

Componentes-M tipicos e/ou proteinas de Bence Jones sao demonstraveis em
virtualmente todos os pacientes com Mieloma Multiplo. Raramente, o componente M
(monoclonal) consiste de imunoglobulinas incompletas e/ou metade de moléculas. A
distribuicdo das varias classes de Ig entre as proteinas de mieloma & grosseiramente
proporcional a concentragao das suas contrapartes no soro ou, mais exatamente, ao ritmo
de produgéo de cada classe de Ig em individuos normais. Em 11 a 25% dos casos, néo
sao vistos picos monoclonais proeminentes no soro, pois as cadeias leves sdao mais
dificeis de demonstrar na circulagao do que as cadeias pesadas. Mielomas por IgE e IgM
sao extremamente raros.

A excregao de cadeias leves na urina € influenciada por varios fatores, incluindo o grau de
sintese em excesso de cadeias leves e a depuracao renal de cadeias leves, a ultima
variando entre 10 e 50% da depuragcdo de creatinina, dependendo do tamanho da
proteina. A quantidade total excretada pode variar de alguns poucos miligramas a tanto
quanto 40 g/24 horas. A detecg¢ao de cadeias leves depende da técnica empregada, sendo
menor com a Pesquisa de Proteinas de Bence Jones (45% dos pacientes).

Proteinas monoclonais ndo sdo detectadas nem em soro nem urina em cerca de 1% dos
pacientes, nos quais os achados celulares, citologicos e ultraestruturais sdo similares aos
do mieloma habitual.
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Células plasmaticas tumorais produtoras de duas ou mais proteinas monoclonais sao
encontradas sao encontradas em 0,5% a 2,5% dos pacientes.

Tabela 5 - Frequéncia dos Tipos de Proteinas Monoclonais Produzidas por Tumores de
Células Plasmaticas

IgG kappa ou lambda 52%
IgA Kappa ou lambda 21%
IgD Kappa ou lambda 2%
IgE Kappa ou lambda <0,01%
IgM (waldenstrom) 12%
Cadeia leve apenas (kappa ou lambda) 11%
Cadeia pesada apenas (alfa, gama ou mu) <1%
2 oU mais 0,5%
N&o detectada 1%

15. Notas adicionais

Proteinas que podem ser confundidas com
Proteina —-M

Fibrinogénio
Transferrina Variante
C3 Variante
Beta-1 lipoproteina
Latrogénica, ex.. Urografina na eletroforese capilar por
zona

16. Anexo 1 -Incidéncia das gamopatias mais comuns (EUA)

Condicao No. Casos/Ano Sobrevida Média-Anos
Mieloma multiplo 13.000 3
Macroglobulinemia de Waldenstrom 3.000 5
Proteinas infiltrativas ou doencgas de deposicao- 2.500 1
Amiloidose

D. Cadeia pesada Rara Dados incompletos
Gamopatia monoclonal de significado > 1.000.000 Préxima do normal
indeterminado

Plasmacitoma solitario (6sseo ou extramedular) Raro Préxima do normal
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