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Resumo

0 diagnéstico do mieloma miltiplo
continua sendo um desafio para os
médicos devido aos sintomas ndo es-
pecificos (anemia, dor dssea e infeccdes
recorrentes) que sdo comuns especial-
mente na populagdo idosa. No entanto,
o diagndstico precoce estéd associado
a uma doenga menos grave, incluindo
menos pacientes que apresentam lesdo
renal aguda, fraturas patoldgicas e ane-
mia grave. Desde 2006, o teste de cadeia
leve livre de soro Freelite® foi incluido
juntamente com testes  laboratoriais
tradicionais (eletroforese de proteinas e
imunofixagdo séricas e urindrias) como
método auxiliar na identificacdo de pro-
teinas monoclonais, que sdo a base para
o diagndstico de Mieloma. O ensaio da
cadeia leve livre do soro reconhece a su-
perficie exposta da imunoglobulina em
sua forma livie com alta sensibilidade.
QOutros ensaios que medem cadeias leves
nas formas de imunoglobulina livre e in-
tacta sdo sensiveis, mas infelizmente, de-
vido a nomenclatura utilizada, estes en-
saios (cadeias leves totais) sao por vezes
utilizados no lugar do ensaio de cadeia
leve livre. Além disso, nesse estudo ava-
liamos dados de 61 pacientes diagnosti-
cados com Mieloma Multiplo. O objetivo
do mesmo é auxiliar na diferenciaco
deste dois ensaios e fornecer informa-
¢Bes a médicos e técnicos de laboratdrio,
para que possam utilizar as diretrizes do
International Myeloma Working Group.

Abstract

The diagnosis of Multiple Myeloma is a
challenge to the physician due to the non-
~specific symptoms (anemia, bone pain and
recurrent infections) that are commonplace
in the elderly population. However, early
diagnosis is associated with less severe dise-
ase, including fewer patients presenting with
acute renal injury, pathological fractures and
severe anemia. Since 2006, the serum free
light chain test Freelite® has been indluded
alongside standard laboratory tests (serum
and urine protein electrophoresis, and serum
and urine immunofixation) as an aid in the
identification of monoclonal proteins, which
are acomerstone for the diagnosis of Multiple
Myeloma. The serum free light chain assay
recognizes the light chain component of the
immunoglobulin in its free form with high
sensitivity. Other assays that measure fight
chains in the free and intact immunoglobulin
forms are sensitive, but unfortunately, due to
the nomenciature used, these assays (total fi-
ght chains) are sometimes used in place of the
free light chain assay. This paper reviews the
available fiterature comparing the two assays
and tries to dlarify hypothetical limitations of
the total assay to detect Multiple Myeloma.
In addition, in this study we evaluated data
from 61 patients diagnosed with Multiple
Myeloma. The purpose of this study is to
assist in the differentiation of these two tests
and provide information to physicians and
laboratory technicians so that they can use
the quidelines of the International Myeloma
Working Group.

Introducao

As gamopatias monoclonais podem
ser de diferentes subtipos, incluindo
condigdes pré malignas, chamada de
(Gamopatia Monoclonal de Significado
Indeterminado (GMSI), Mieloma Multi-
plo Sintomatico e Assintomtico, dentre
eles citamos Plasmocitomas Solitdrios,
Mieloma Mdltiplo (MM), Amiloidose de
cadeia leve (AL) ou Macroglobulinemia
de Waldenstrom (MW) por exemplo.
Estes distdrbios sdo caracterizados pela
producdo de proteinas monoclonais que
podem ser de imunoglobulinas intactas,
cadeias leves livres no soro (CLLs), uma
combinacdo de ambas, ou apenas de
cadeias pesadas 1,2. Uma baixa porcen-
tagem desses distlrbios se apresenta
sem a producdo de qualquer proteina
monoclonal.

Os distdrbios assintomdticos o iden-
tificados através de investigacdes labo-
ratoriais de rotina. Embora o diagndstico
dos distdrbios sintomaticos possa apre-
sentar dificuldades considerdveis, uma
Vez que os sintomas (anemia, infeccoes
recorrentes, fadiga e dor dssea) podem
ser comuns em uma populacdo idosa e
ndo especificos da doenca3-6. No entan-
to, hd uma necessidade de diagndstico
oportuno, pois 0s atrasos podem levar
a um aumento da gravidade da doenga,
incluindo insuficiéncia renal aguda e fra-
tura patoldgica, o que pode levar a uma
menor sobrevida global.
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0s ensaios policlonais da cadeia leve
livre do soro (CLLs) identificam epitopos
no componente da cadeia leve Kappa (k)
ou Lambda (\) da imunoglobulina que
estdo apenas expostos quando ndo liga-
dos a0 seu par de cadeia pesada. Desde
2006, 0s ensaios foram incluidos nas Di-
retrizes Intemnacionais para deteccdo de
gamopatias monoclonais (MGs).

Introducéo ao Freelite®

0 exame Freelite® € um imunoensaio
especifico e sensivel para a determinagdo
de cadeias leves livres (CLLs) no soro. Os
anticorpos policlonais do teste, reagem
apenas com as formas livres das cadeias
leves proporcionando uma medido quan-
titativa de k e \ livres no soro, que podem
ser utilizados para o diagndstico, monito-
ramento e progndstico de pacientes com
Mieloma Mdltiplo e outras Gamopatias
Monoclonais. A quantificagdo das CLLs
em soro é recomendada pelas diretrizes
do Grupo Internacional de Trabalho sobre
Mieloma (International Myeloma Working
Group - IMWG) para o diagndstico de mie-
loma muiltiplo. As recomendagdes atuali-
7adas definem que a relagdo entre a cadeia
envolvida e ndo envolvida deve ser > 100,
e que a mesma é um novo biomarcador
maligno para mieloma. Isto significa que
se um paciente apresenta células clonais
na medula 6ssea >10% (comprovada por
bidpsia por exemplo) e a cadeia leve livre
produzida pelo tumor (envolvida) é > 100
mg/L e a relaco entre a envolvida/ndo
envolvida é > 100 o médico serd capaz
de diagnosticar o mieloma miiltiplo neste
paciente, mesmo na auséncia de critérios
de CRABG. Além das diretrizes interna-
cionais, a quantificacdo das cadeias leves
livres pelo ensaio de anticorpos policlonais
também estd incluidas nas nacionais/ e
na portaria para diagndstico de Mieloma
Muiltiplo do Ministério da Satide, publica-
da em agosto de 2015.

A alta concentracdo de CLL mono-
clonal no soro estd associada & prolife-
ragdo maligna de células plasméticas na
maioria dos gamopatias monoclonais.

A proporcao de CLL no soro (k/)) é um
indicador sdlido de monoclonalidade. A
produgdo de uma das cadeias leves li-
vres alterada sobre a outra serd refletida
em uma propor¢do k/A anormal (< 0,26
ou > 1,65)8. Este parametro, utilizado
como um marcador tumoral, é muito
valioso para diferenciar patologias mo-
noclonais das patologias com elevagdes
policlonais de cadeias leves livres (CLLs)
(disfuncdo renal, infecces, etc). A
sensibilidade do ensaio de cadeias leves
livres no soro faz com que seja possivel
quantificar k e X livre, em concentragdes
muito baixas, mesmo quando os niveis
de proteinas monoclonais sdo indetec-
taveis por eletroforese de protenas e
imunofixagdo (sensibilidade de 1000
mg/L e 150 mg/L, respectivamente).
Isto significa que o mieloma mdltiplo
pode ser detectado precocemente.

A especificidade do ensaio de cadeia
leve livre no soro (apenas reage com as
formas livres de K e \) possibilita a deter-
minacdo exata e confidvel de proteinas
monoclonais em comparagdo com a de-
terminacdo de cadeias totais k e ), que ndo
distinguem as quantidades de CLLs dentro
da grande concentrado de cadeias leves
ligadas a cadeias pesadas como parte da
estrutura das imunoglobulinas.

A amostra de urina ndo representa
fonte confidvel para avaliar os niveis de k
e \livre por diferentes motivos. O rim tem
uma alta capacidade de metabolizacdo e
somente quando a capacidade de produ-
¢do tumoral de CLLs excede a reabsorcdo
renal, é que se pode detectar proteina
de Bence Jones (CLL urindria)9. Diversas
dificuldades técnicas e de interpretacao
acompanham este tipo de amostra, fa-
zendo com que tanto pela sensibilidade
quanto confiabilidade, se utilize a andlise
€M soro e Ndo em urina para quantificacao
destas cadeias leves livres.

Diferencas entre o teste de Cadeia
Leve Livre e de Cadeia Leve Total

0 uso do Freelite® (quantificacdo de
cadeias leves livres) no diagndstico de
gamopatias monoclonais j& estd bem
estabelecido0-13. No entanto, muitas
vezes ainda existe divida no momento
da solicitacdo e interpretacdo do mes-
mo. 0 ensaio da cadeia leve total mede
a concentracdo de todos os anticorpos e
também das cadeias leves livres, ou seja,
lgG-kappa, IgA-kappa, lgM-kappa, IgD-
-kappa, IgE-kappa e kappa livre. O Fre-
elite® quantifica apenas a forma livre da
cadeia leve kappa ou lambda como pode
ser observado na figura 1.
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Figura 1. Quantificacao das cadeias kappa e lambda em testes para cadeias leves livres e totais.
Os ensaios de cadeia leve total medem as cadeias leves quando ligadas as cadeias pesadas em
imunoglobulinas intactas juntamente com as cadeias leves livres (CLL). O ensaio de cadeia leve
livre (Freelite®) mede apenas as cadeias leves livres. Figura adaptada do plano Beckman Coulter

Immage Systems, novembro de 2007.
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Objetivo

0 objetivo deste estudo foi comparar
0s resultados de amostras de pacientes jd
diagnosticados com Mieloma Multiplo em
uma populacdo brasileira, utilizando o Fre-
elite® e o teste de cadeia leve total; e com
isso, contribuir com informagdes comple-
mentares aos médicos e laboritoristas.

Métodos

Foram analisados os histdricos clinicos
de 61 pacientes provenientes da Santa
(asa de Misericérdia de Séo Paulo com
Mieloma Mdltiplo ao diagndstico, e os
mesmos utilizados para descricao de
caracteristicas  demogréficas, étnicas,
o componente monoclonal e estadia-
mentode cada um, e 56 amostras dos
mesmos foram submetidas a quantifi-
cacdo e andlise das cadeias leves livres
e totais através da utilizacao do Freeli-
te® para quantificado das cadeias leves
livres (The Binding Site- Reino Unido) e
0 teste de cadeia leve total, para niveis
de cadeias totais (Siemens Healthineers).
0s testes de Freelite® foram realizados
na plataforma SPA Plus® (The Binding
Site- Reino Unido) e os testes de cadeia
leve total foram realizados pelo labora-
torio Diagndsticos do Brasil ( DASA). Os
testes foram realizados de acordo com as
instrugdes dos fabricantes e os valores de
referéncia para o Freelite® foram:

Cadeia leve livre kappa 3.3-19.4 mg/L
Cadeia leve livre lambda 5.7-26.3 mg/L
Relagdo 0.26-1.65

Os intervalos de referéncia utilizados
para o teste de cadeia total foram:

Imunoglobulinas kappa 1.7-3.7g/L
Imunoglobulinas lambda 09-21g/L
Relacdo 1.35-2.65

Resultados
Os pacientes foram avaliados retrospectivamente e a tabela 1 a sequir sumariza as
caracterfsticas clinicas e estdgio de estadiamento dos mesmos.

Tabela 1- Demografia, doenga de base e caracteristicas clinicas de pacientes

Caracteristicas n (%)
Idade
Mediana 60 (28-87)
Sexo
Masculino 34 (56)
Feminino 27 (44)
Etnia
Branco 47 (77)
Outros 14 (23)
Subtipo do componente monoclonal
I18G 38 (62)
IgA 12 (20)
Cadeia leve livre 8(13)
IgM 1(2)
ND 2(3)
DSS
1A 305
11A/B 7(11)
1IA/B 43 (70)
ND 8(13)
ISS
| 16 (26)
I 16 (26)
1 17 (28)
ND 12 (20)
DSs- i de Durie e Salmon; ISS- Sistema ional de i

Para complementar a andlise retrospectiva do soro dos pacientes, cujas amostras
foram utilizadas para comparacao da quantificacdo com Freelite® e cadeia leve total, a
tabela 2 a sequir mostra a quantidade de pacientes que foram classificados com Mielo-
ma Miltiplo dos subtipos: IgG kappa, IgG lambda, IgA kappa, IgA lambda, cadeia leve
livre kappa e cadeia leve livre lambda.

Gamopatia Amostras  1gG kappa IgG IgA Kappa IgA CLL kappa CLL

Monoclonal (n) (n) Lambda (n) Lambda (n) lambda

Mieloma

Multiplo

Tabela 2. Anélise retrospectiva do soro e caracteristicas da proteina monoclonal dos pacientes
diagnosticados com Mieloma

Revista NewsLab | Ago/Set 18

UriSed Ill

RIEIE 36 F O & ETapeTs Cormgaali.

CAMPO CLAROD,
CONTRASTE DE FASE
E IMAGEM COMPOSTA

FLAMC A [ILE [

S TADL




informe cientifico |

966

Em sequida, avaliamos os valores de
kappa, lambda e da relacdo obtida apds
a quantificacdo das cadeias leves livres
e totais, nas amostras de soro dos 56
pacientes com Mieloma Mdltiplo. Como
podemos observar na figura 1 abaixo, a
relagdo de CLLs obtida apds realizacao
do Freelite® foi anormal em 52 pacien-
tes, enquanto que a relacdo anormal de
cadeias leves totais foi detectada em 48
dos mesmos pacientes avaliados.

Conclusao

A deteccdo precoce de pacientes com
mieloma miltiplo é fundamental para
a reducdo de comorbidades que podem
afetar a qualidade de vida. O ensaio da
cadeia leve livre do soro , mas ndo 0 en-
saio da cadeia leve total, é parte impor-
tante do quadro diagnéstico utilizado na
rotina de testes laboratoriais e que con-
tribui para o diagndstico, monitoramento
e progndstico de pacientes com gamo-
patias monodlonais, incluindo o mielo-
ma mdltiplo. Nosso grupo demonstrou
previamente outros dados onde o ensaio
de cadeia leve total ndo foi eficiente 12.

Neste trabalho, o teste de cadeia leve
total mais uma vez ndo detectou 0s pa-
cientes corretamente quando comparado
a0 teste de CLLs. Com isso, sugerimos
que os médicos e laboratoristas estejam
cientes dessas diferencas, e procurem
sequir as Diretrizes Internacionais as
quais recomendam a inclusdo da andlise
de CLLs (Freelite®) ao painel de testes
convencional para diagndstico e monito-
ramento do Mieloma Multiplo.
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