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RESUMO

Sendo importantissimo em variadas fun¢des metabdlicas vitais ao organismo humano,
o fosfato inorganico configura-se como um mineral necesséario para composicao dos
0Ss0s, oxigenacao dos tecidos e composicdo de moléculas de alta energia como a
adenosina trifosfato, o ATP. Sua homeostase é dependente da regulacdo hormonal
do calcio, sendo estes, mantidos principalmente por fatores regulatérios como o
horménio da paratireoide (PTH) e pelo calcitriol ou vitamina D biologicamente ativa.
Uma vez que disfunc¢des do fosfato ocorrem, é possivel utilizar a técnica de dosagem
de fésforo inorgéanico, pelo método colorimétrico baseado na reacao entre ions de
fosfato e molibdato de amonio. No entanto, tem sido relatado na literatura cientifica
gue esta metodologia sofre diferentes interferéncias. Nesse sentido, a presente
revisao de literatura narrativa, teve como objetivo, estudar as interferéncias causadas
por paraproteinas de origem monoclonal associadas a gamopatias monoclonais (GM),
visto que, tais interferéncias sdo potentes geradoras de pseudohiperfosfatemia,
condicdo na qual, o fosfato sérico esta falsamente elevado. A revisao realizada nesta
monografia mostrou que paraproteinas podem interferir no método colorimétrico
devido a sua interagdo com o molibdato presente na mistura reacional, ocasionado

turbidez da solucao, elevando falsamente os niveis séricos de fésforo inorganico.

Palavras-chaves: fésforo inorganico, gamopatias monoclonais, ensaio colorimétrico,

pseudohiperfosfatemia.



ABSTRACT

Being very important in several metabolic functions vital to the human organism,
inorganic phosphate is configured as a mineral necessary for bone composition, tissue
oxygenation and composition of high energy molecules like as adenosine triphosphate
or ATP. Its homeostasis is dependent of the hormonal regulation of calcium, which are
maintained principally by regulatory factors such as parathyroid hormone (PTH) and
by biologically active calcitriol or vitamin D. Once phosphate dysfunctions occur, it is
possible to quantify inorganic phosphorus by the colorimetric method based on the
reaction between phosphate ions and ammonium molybdate. However, it has been
reported in the scientific literature that this methodology suffers different interferences.
In this sense, this narrative literature review aimed to study the interferences caused
by monoclonal paraproteins associated with monoclonal gammopathies (GM), since
such interferences are potent generators of pseudohyperphosphatemia, a condition in
which the serum phosphate is falsely elevated. The review carried out in this
monograph showed that paraproteins can interfere in the colorimetric method due to
their interaction with the molybdate present in the reaction mixture, causing turbidity of
the solution, falsely raising serum levels of inorganic phosphorus.

Key words: inorganic phosphorus, monoclonal gammopathies, colorimetric assay,

pseudohyperphosphatemia.
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1. INTRODUCAO

O fosforo € um mineral de extrema relevancia que participa de diferentes
funcdes metabdlicas no organismo, ocorrendo na forma de fosfato e ndo em sua forma
livre. Os fosfatos fornecem energia para a ativacdo de moléculas como a glicose,
aminoécido e participam da sintese de nucleotideos e fosfolipidios, além de ajudarem
no processo de mineralizacdo dos ossos (COMPRI-NARDY; STELLA; OLIVEIRA,
2009). O fosfato inorganico € necessario na composi¢ao da estrutura 6ssea uma vez
gue, juntamente com o calcio, forma o composto chamado hidroxiapatita, que confere
resisténcia estrutural aos ossos (MOTTA, 2009). Sendo assim, o doseamento de
fésforo inorganico é de suma importancia visto que, existem situacdes metabdlicas

gue corroboram para o seu desequilibrio.

O disturbio do fosforo esta relacionado, por exemplo, a sua diminuicédo sérica,
ou seja, a hipofosfatemia. Neste cenario o paciente sofre deplecao nas concentraces
de fosfato, podendo ser causada por: perda pela via renal, reducdo da absorcéo
intestinal e por perda intracelular (BURTIS; BRUNS, 2016). A hiperfosfatemia, no
entanto, representa um aumento do fosfato inorganico circulante no sangue, e essa
condicdo é confirmada quando os niveis de fosfato estdo acima dos valores de
referéncia, para uma pessoa adulta: 2,5 - 4,5 mg/dL ou 0,81 - 1,45 mmol/L (LOVEKAR,;
CHEN, 2010). As causas que levam ao quadro de hiperfosfatemia estdo relacionadas
a trés condicfes principais: suplementacdo aguda e macica de fosfato, aumento na
reabsorcdo renal e problemas renais. Respectivamente, a suplementagdo exdgena
por fosfato pode sobrecarregar a funcdo renal, reduzindo assim sua excrecdo. No
caso de hiperfosfatemia enddgena, causada por sindrome de lise tumoral,
rabdomidlise e hemdélise macica, pode haver um caso grave de necrose tecidual dos
rins. O aumento de fosfato pela absorcao intestinal pode estar associado as seguintes
condic¢des: hipoparatireoidismo, toxicidade por vitamina D, calcinose tumoral familiar
e acromegalia. J& nos casos de insuficiéncia renal, o fosfato sofre aumento devido a
reducéo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) (MALBERTI, 2013).

s

A pseudohiperfosfatemia, no entanto, é um fendmeno observado em
laboratorio, caracterizado pelo fosfato inorganico falsamente elevado em amostras de
pacientes, que possuem condigbes clinicas tais como: mieloma multiplo,

macroglobulinemia de Waldenstrom ou outra gamopatia monoclonal. O resultado
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falsamente elevado ocorre porque o método colorimétrico, utilizado comumente para
mensurar o fosfato, sofre interferéncia de paraproteinas associadas a tais condicfes
clinicas (MALBERTI, 2013). O método utilizado para quantificacdo de fosforo
inorgadnico no sangue €& o colorimétrico — fosfomolibdato (RESENDE; VIANA;
VIDIGAL, 2009). Tem sido observado que a presenca de paraproteinas nas amostras
de pacientes, pode ser um fator interferente para a determinacédo de fésforo pelo
método baseado na reacdo com molibdato. Nesse sentido, o presente estudo
representa uma revisdo de literatura, sobre as interferéncias por paraproteinas no

meétodo colorimétrico para mensuracao de fésforo inorganico.

2. JUSTIFICATIVA

Ainda que laboratorios de andlises clinicas utilizem da tecnologia mais robusta
e atual disponivel no mercado, para fornecer aos seus clientes um variado portifélio
de exames de diagndstico, certos testes ainda apresentam susceptibilidade a
interferéncias na fase analitica, gerando resultados suspeitos. Nessa perspectiva, 0
presente estudo demonstra interesse em reunir e contextualizar, dados disponiveis na
literatura, que abordem metodologias para solucionar problemas relativos a
interferentes enddégenos em amostras biologicas. Esta reviséo de literatura criara uma
atmosfera informativa, alertando a comunidade cientifica de que condi¢des clinicas
como gamopatias monoclonais, podem ser identificadas também, por meio de
interferéncias em métodos analiticos automatizados, evitando que resultados
falsamente positivos sejam reportados e que diagndsticos enviesados sejam

transmitidos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Esta monografia teve por objetivo principal, elucidar sobre as determinacgoes
séricas fésforo inorganico pelo método colorimétrico, bem como, avaliar as

paraproteinas como interferentes na dosagem deste elemento.

3.2. Objetivos especificos

Estudar sobre a terapia da hiperfosfatemia;

e Levantar dados que exemplifiguem sobre as gamopatias monoclonais e sua

associacao a pseudohiperfosfatemia.

e Abordar e explicar, com base na literatura cientifica disponivel, os provaveis
mecanismos envolvidos na interferéncia de imunoglobulinas associadas a

gamopatias no método de determinacéo de fésforo em amostras biologicas.

e Descrever as alternativas para eliminacdo de proteinas monoclonais

associadas as gamopatias monoclonais.

4. METODOLOGIA

Sao amplas as finalidades de uma revisdo de literatura: pode-se verificar o
quanto ja se conhece do assunto a ser estudado, ou seja, o quao evoluido o assunto
se encontra, assim sendo possivel identificar espagcos vazios no conhecimento,
orientando a pesquisa com 0 propdsito de supri-los. Além do mais, a revisao de
literatura também serve para discutir teorias existentes, que expliquem certos
fenbmenos, ajudando assim nas analises e interpretacao de dados (GIL, 2019). Para
o desenvolvimento deste trabalho foi realizada uma revisdo da literatura do tipo

narrativa.

Constituida por amplos contetdos cientificos, as revisdes narrativas sao
adequadas as pesquisas que visam, a descricdo do estado da arte de um determinado
assunto ja conhecido e estudado (ROTHER, 2007). Essa metodologia foi escolhida
pelo fato de permitir o levantamento de informagbes abrangentes, que tragam a

fundamentacdo tedrica para construcdo do entendimento sobre o fenbmeno das
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interferéncias na dosagem de fésforo sérico, causadas por imunoglobulinas de origem

monoclonal.

4.1. Levantamento dos dados

A revisao realizada abordou sobre pseudohiperfosfatemia e as interferéncias
gue imunoglobulinas de origem monoclonal, causam no método colorimétrico utilizado
para dosagem de fésforo sérico em amostras de soro humano. Também abordou
sobre as opgles j4 estudadas e existentes, para solucionar tais interferéncias. Os
dados foram coletados desde agosto de 2019 a outubro de 2020. A busca das
referéncias bibliograficas foi realizada por meio do Portal de Periédicos da
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior/MEC (CAPES), tendo
acesso a seguintes bases de dados: PubMed.gov, Science Direct e Embase. A fim de
coletar outras obras que abordassem sobre o0 objeto de estudo, também foi utilizado
a “busca por assunto” diretamente no portal CAPES, dessa forma, a pesquisa nao
ficaria restrita apenas as bases de dados especificas. Adicionalmente, foram
consultados livros disponiveis na plataforma Minha Biblioteca UnB, que € um recurso

digitalizado que a Universidade de Brasilia fornece como biblioteca virtual.

O levantamento do material cientifico contou com o auxilio de descritores,
adicionalmente, utilizou-se os “operadores booleanos”, um recurso que auxilia na
recuperacdo de informacdes que venham a ser pertinentes para a composicao do
arcabouco teérico. Sendo assim, criaram-se sete combinacfes de descritores,
juntamente com o0s operadores booleanos: paraprotein AND Phosphorus AND
pseudohyperphosphatemia, pseudohyperphosphatemia AND colorimetric,
pseudohyperphosphatemia AND phosphorus AND interference, (molybdate assay)
AND phosphorus AND paraprotein, elimination AND paraprotein AND phosphate AND
interference, monoclonal gammopathy AND pseudohyperphosphatemia e
(monoclonal gammopathy) AND phosphorus AND paraprotein . Ressalta-se que 0s
descritores foram determinados em inglés, visto que grande parte das publicacbes
cientificas sobre o tema, apresentaram-se neste idioma. Houve delimitacao temporal,
ou seja, 0s artigos, teses, livros dentre outros materiais consultados, foram coletados

num espaco de tempo de 10 anos, a fim de coletar informacdes recentes.
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4.2. Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusédo foram baseados e delimitados, de forma a responder

aos questionamentos associados aos objetivos desta monografia:

Estudos que descrevessem as principais causas relacionadas a

pseudohiperfosfatemia;

Estudos que explicassem o0s principais mecanismos pelos quais as
paraproteinas causassem interferéncia no método colorimétrico para dosagem

fosforo sérico;

Estudos que investigassem os tipos de imunoglobulinas associadas a
interferéncia no método colorimétrico, bem como, as alternativas existentes

para eliminagéo da interferéncia,;

Para os critérios de exclusdo, os seguintes fatores foram considerados:
Estudos que fossem em idiomas diferentes de portugués, inglés e espanhol;
Publicacdes que ndo se enquadrassem dentro de um periodo de 11 anos;
Estudos que nédo estivessem disponiveis para leitura na integra;

Estudos duplicados;

Exclusédo de obras com titulos e resumos divergentes do objeto de estudo.

Ap6s a busca do material cientifico verificou-se todas as obras que se

encaixavam nos critérios de inclusdo. As publicacdes elegidas foram lidas, estudadas,

resumidas e posteriormente, foi realizada uma analise qualitativa dos dados obtidos.

A andlise qualitativa foi realizada por meio de discussdo dos dados estudados. O

fluxograma a seguir, foi esquematizado a fim de ilustrar como a selecéo das obras foi

realizada:
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Figura 1. Fluxograma ilustrativo da selecéo dos artigos cientificos.

COMBINAGAO DE DESCRITORES

A=

“BUSCA POR BUSCA POR BASES
ASSUNTO” NO DE DADOS NO
PORTAL CAPES PORTAL CAPES

S

SELECAO DOS ARTIGOS

}

APLICACAO DOS
CRITERIOS DE
INCLUSAO

!

TOTAL DE OBRAS
SELECIONAS

Fonte: Préprio autor, 2020.

5. RESULTADOS

Visto que uma revisao de literatura permite a discussao de teorias existentes,
gue explicam fenémenos, a presente monografia ndo apresentou um tépico especifico
para Revisdo de Literatura e sim, um Unico tépico que levantou o arcabouco teérico
necessario, para compor os dados a serem apresentados e, discutidos a diante na
secdo de Discussdo. Dessa forma, a revisdo de literatura foi realizada e sera

apresentada em forma de discussao.

A busca na literatura forneceu, em sua grande maioria, artigos contendo relato
de caso. Foram selecionadas 14 obras, apés aplicacdo dos critérios de inclusao e,
posteriormente, realizou-se a andlise dos dados. Todas as obras cientificas estéo

elencadas na tabela 1 a seguir:
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Tabela 1: Artigos selecionados para compor os Resultados

N° Tipo de obra Titulo Autor Ano Revista/Jornal
1 Artigo cientifico A 90-Year-Old Man with LOVEKAR, Shachi; CHEN, 2010 American Journal of Kidney
Hyperphosphatemia Joline L.t. Diseases
2 Carta ao editor An unique encounter with PALLAVI, B. et al. 2019 Journal of Laboratory
paraprotenemia. Physicians
3 Relato de caso Pseudohyperphosphatemia in a patient KRITMETAPAK, Kittrawee 2019 Journal Clinical Case Reports
with relapsed multiple etal.
myeloma after bone marrow
transplantation: A case report
4 Artigo cientifico Effects of two types of medical contrast PARK, Yu Jin et al. 2017 Clinical Biochemistry
media on routine chemistry (Official Journal of
results by three automated chemistry the Canadian Society of
analyzers Clinical Chemists)
5 Relato de caso Hyperphosphatemia in a 56-Year-Old LOH, Tze Ping et al. 2010 Clinical Chemistry
Man with (American Association of
Hypochondrial Pain Clinical Chemistry)
6 Artigo de revisdo Hyperphosphataemia: treatment options MALBERTI, Fabio et al. 2013 Drugs
(Springer Link)
7 Relato de caso IgA Monoclonal Gammopathy with RANI, Priti et al. 2020 Indian Journal of Clinical
Pseudohyperphosphatemia Biochemistry
8 Relato de caso Unexpected test results in a patient with JELINEK, A Gilbert et al. 2014 Clinical Chemistry
multiple myeloma (American Association of
Clinical Chemistry)
9 Artigo cientifico Measurement of serum-phosphate CHAKRABORTY, 2015 Clinica Chimica Acta
concentration in immunoglobulin G Sutirtha et al. (Journals Elsevier)
monoclonal gammopathy after PEG-
precipitation
10 Relato de caso Multiple Myeloma Presenting as Acute GASTELUM, Zachary N et 2017 Cureus Journal of Medical
Renal Failure in the Absence of Other al. Science
Characteristic Features
11 Relato de caso Pseudohyperphosphatemia in a patient FRANCIS, Elizabeth R. et 2018 Clinica Chimica Acta
with incidentally identified progression of al. (Journals Elsevier)
smoldering myeloma
12 Estudo de caso/Carta ao Pseudohyperphosphatemia in AMALNATH, Sd et al. 2013 Indian Journal of Nephrology

editor

Waldenstrom's
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Macroglobulinemia

13

Relato de caso

Severe hyperphosphatemia in a patient
with chronic kidney
disease and multiple myeloma—to
strengthen the case
toward renal replacement therapy?

LATUS, Joerg et al.

2013

Journal Clinical Case Reports

14

Relato de caso/Carta ao
editor

The rapid resolution of
pseudohyperphosphatemia in an IGA?
multiple myeloma patient after therapy

with a bortezomibcontaining
regimen: Report of the first case

PAMUK, Gulsumemel et
al.

2015

Journal of Cancer Research
and Therapeutics

Fonte: Préprio autor, 2020.
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6. DISCUSSAO

6.1. Distribuicdo, importancia clinica e homeostase do fésforo inorganico

Sendo largamente distribuido no organismo, o fosfato faz parte da composicéo
de moléculas importantes ao nosso metabolismo. Mais da metade do fosfato total
corporeo esta armazenado nos 0ssos (80 a 90%), cerca de 10 a 20 % do total compde
o fosfato intracelular, que forma moléculas de alta energia como a adenosina trifosfato
(ATP), sendo essa molécula a responsavel por manter atividades que demandam
energia, tais como: contratilidade muscular, transporte ativo eletrolitico e funcao
neuroldgica. Menos de 1 % do total compde o fosfato extracelular, sendo responsavel
pela manutencdo da concentracdo intracelular critica (MOTTA, 2009). Seja no
compartimento extracelular ou intracelular, os fosfatos desempenham importante
papel nos metabolismos de moléculas variadas, além de comporem a estrutura 6ssea.
De acordo Compri-nardy, Stella e Oliveira (2009), os fosfatos fornecem energia para
a ativacdo de moléculas como a glicose e aminoacidos, e participam da sintese de
nucleotideos e fosfolipidios, além de ajudarem no processo de mineralizacdo dos
ossos. O fosfato inorganico é essencial para a estrutura 6ssea, uma vez que,
juntamente com o célcio, forma o composto chamado hidroxiapatita que confere

resisténcia estrutural aos ossos (MOTTA, 2009).

O fosfato € absorvido no trato gastrointestinal e excretado pelos rins. Parte do
fosfato filtrado € excretado e parte reabsorvido, sendo que 80% ¢é reabsorvido no
tubulo contornado proximal (HILAL-DANHAN, 2015). Em suma, 60 a 80 % do fosfato
da dieta é absorvido pelo intestino. O rim, quando em condicBes normais, ird regular
de forma muito eficiente a concentracdo de fosfato por meio da excrec¢éo, sendo que
seu valor de referéncia se encontra entre 2,5 - 4,5 mg/dL ou 0,81 - 1,45 mmol/L para
um individuo adulto (LOVEKAR; CHEN, 2010). E mesmo que a ingestdo de fosfato
seja aumentada em até 130 mmol/dia (4.000 mg/dia), a excre¢ao sera suficiente para
0 balanceamento deste elemento (MALBERTI, 2013). De acordo com Loh, Saw e
Sethi (2010), as variadas caracteristicas do fosfato, no que diz respeito as suas
funcdes, sdo essenciais ao organismo, sendo necessario que sua concentracao
plasmatica se mantenha dentro da normalidade. A homeostase do fosfato esta
interligada a regulagdo hormonal do célcio, e essa manutencdo conta com diferentes

horménios que interagem em conjunto para este balanco. Segundo Hilal-Danhan,
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(2015), os fatores mais comumente relatados e mais necessarios nesse controle sao
o paratorménio (PTH) e a vitamina D em sua forma ativa biologicamente (1,25-di-
hidroxivitamina D3 ou calcitriol). Estes entéo, irdo atuar sobre 0s rins, intestino e 0Sso.
Outro horménio que se destaca nesta rede de fatores regulatorios, de acordo com
Martin et al. (2020), é o fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF23).

De natureza polipeptidica, o PTH é sintetizado e secretado pelas células da
glandula paratireoide, e sua funcao primordial € manter a concentracdo constante de
calcio e fosfato no meio extracelular (HILAL-DANHAN, 2015). Basicamente, quando
ha diminuicdo de calcio plasmatico, as células da paratireoide que contém receptores
sensiveis ao Ca*?, secretam o PTH. O autor Martin et al. (2020) sintetiza a acédo do
PTH da seguinte forma: nos rins, o PTH promovera aumento da fosfatiria e diminuicéo
da eliminacao de célcio, contribuindo assim, para o aumento do calcio plasmético. No
0ss0, 0 PTH ira estimular, nos osteoclastos, a reabsorcao 6ssea, promovendo o efluxo
de célcio e fosfato da matriz éssea, para 0 meio extracelular, culminando para o
aumento do calcio plasmatico. A acdo do PTH ndo para por ai, no intestino sua acéo
nao é direta, ou seja, € dependente de um mecanismo secundario. Ainda de acordo
com Martin et al. (2020), nos rins, o PTH vai estimular a enzima 1-o hidroxilase, que
ird converter vitamina D em calcitriol, que no intestino, promovera melhor absorcao de
calcio e fosfato. Adicionalmente, no 0sso, o calcitriol também promovera a reabsor¢cao
0ssea, fazendo com que haja redistribuicdo do célcio intracelular para o ambiente
plasmatico.

A conversao de vitamina D em calcitriol € um processo altamente regulado e
complexo. Além da estimulacdo pelo PTH, essa conversdo também é estimulada pela
hipocalcemia, hipofosfatemia e calcitonina, sendo inibida pela presenca da
hiperfosfatemia, pelo proprio calcitriol e pelo fator de crescimento dos fibroblastos 23
FGF23 (MARTIN et al., 2020). De acordo com (HILAL-DANHAN, 2015), a calcitonina
pode ser caraterizada como um hormonio potente na inibicao da reabsorcéo 6ssea, a
fim de proteger o esqueleto quando ocorre uma espécie de “estresse por calcio”, como
crescimento, gravidez e lactacdo. Sendo assim, quando ocorre o aumento de célcio
plasmatico, pela reabsorcdo Ossea, por exemplo, a calcitonina € secretada,
diminuindo a reabsorcao e consequentemente, o calcio plasmatico. Entende-se entéo
gue, a presenca da calcitonina configura-se como um importante estimulante para que

a vitamina D seja convertida em calcitriol, por conseguinte, promovera aumento da
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absorcdo de célcio no intestino, e nos 0ssos, estimulacdo da absorcdo Ossea. O
FGF23 é um hormdnio de caracteristica peptidica que € produzido pelos ostedcitos e
pelos osteoblastos, a partir do aumento dos niveis de fésforo e calcitriol (LU; FENG,
2011). Assim, nos rins, o0 FGF23 ir4 promover a fosfaturia e inibicdo da enzima 1 alfa
hidroxilase, reduzindo assim, fosfato, célcio e calcitriol (MARTIN et al., 2020). A seguir,

a figura 2 apresenta o esquema do mecanismo pelo qual ocorre a homeostasia do

calcio e regulagéo do fosfato:

Figura 2: Homeostasia do célcio e fésforo.
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Fonte: Adaptado de HILAL-DANHAN, 2015.

6.2. Disturbios do fosforo inorganico

Existem situacBes metabdlicas que corroboram para o desequilibrio do fosfato,
gue no geral, podem ser por causas agudas ou crbnicas. Sendo caracterizada pela
baixa concentracéo de fosfato no soro, abaixo dos valores de referéncia (< 2,5 mg/dL
ou < 0,81 mmol/L,), ou baixa (2,0 — 2,5 mg/dL), ou moderada (1,0 — 2,0 mg/dL) e grave
(<1,0 mg/dL), a hipofosfatemia vai estar ligada ao mecanismo da patologia associada
(MARTIN et al., 2020). Listam-se como principais mecanismos ligados a diminuig&o
do fosfato no sangue: baixa suplementacdo na alimentacéo, perda pela via renal,

alteracdo ou diminuicdo na absorcao intestinal, deslocamento do fosfato extracelular
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para compartimento intracelular (MAO; ONG, 2011). Os sinais da hipofosfatemia vao
aparecer dependendo do grau da deficiéncia de fosfato. Se em concentracdes
plasmaticas, o fosfato estiver menor que 1,5 mg/dL ou menor que 0,48 mmol/L, sinais
e sintomas podem ser notados na clinica (BURTIS; BRUNS, 2016). O autor Martin et
al. (2020), explica que para que a hipofosfatemia seja clinicamente notada, deve haver
a perda intracelular de fosfato, geralmente, isso € notado principalmente em pacientes
hospitalizados, que passaram por cirurgias, e que possuem em seu historico clinico,
hipofosfatemia pré-existente. Por outro lado, casos em que o paciente apresenta
gueda aguda, mas sem reducédo significativa do fosfato intracelular, ndo apresenta
sintomatologia.

A deplecdo nas concentracbes plasméaticas de fosfato gera uma série de
disturbios em tecidos como o ésseo e hematopoiético. O fosfato é necessario para a
composicdo da molécula de ATP e sua caréncia leva ao prejuizo no processo de
glicdlise. Outro desfecho grave pelo débito de fosfato € a reducdo da oxigenacéo
tecidual, j& que o fosfato faz parte da molécula 2-3 difosfoglicerato, responsavel pela
diminuicdo da afinidade da hemoglobina ao oxigénio. Outros prejuizos causados pelo
baixo fosfato sdo: reducdo do débito cardiaco, fraqueza muscular e insuficiéncia
respiratoria aguda (BURTIS; BRUNS, 2016). O quadro 1 sintetiza algumas das causas

que levam ao desenvolvimento da hipofosfatemia (MARTIN et al., 2020):

Quadro 1. Causas de hipofosfatemia.

Causa Mecanismo
Diminuicéo da Restricao de fosforo na alimentacdo, anorexia,
absorcdao intestinal desnutricdo, déficit de vitamina D, acdo de

aglutinantes de fosfato ou de antiacidos, méa
absorcao (diarreia crbnica, resseccao intestinal,
esteatorréia).

Perda renal Hiperparatireoidismo primario ou secundario,
doencas dos tubulos renais, déficit de vitamina D,
Sindrome de Fanconi, cetoacidose diabética e
respiratoria, transplante renal, medicamentos
(calcitonina, diuréticos, anticoncepcionais,
corticosteroides).

Redistribuicdo do Alcalose respiratoria aguda.
meio intracelular

Fonte: Adaptado de Martin e colaboradores, 2020.
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A sintomatologia bem como o grau de hipofosfatemia séo os fatores que vao
nortear o tratamento. Se moderada, a hipofosfatemia é tratada pela suplementacéo
oral de fosfato. Pacientes com sintomas graves e ainda com presencga de fraqueza
muscular respiratoria, necessitam de administracdo parenteral de fosfato (BURTIS;
BRUNS, 2016). O fosfato deve estar a nivel intracelular verdadeiramente baixo para
que tratamento seja iniciado da forma mais adequada, no entanto, pacientes com
niveis de fosfato abaixo de 1 mg/dL necessitam de suplementacdo. Pacientes
hospitalizados com hipofosfatemia grave, que apresentem insuficiéncia respiratéria e
convulsdes, devem receber por via intramuscular, uma dose de 3 g ao dia de fosfato
sodico ou potassico (MARIANO; MARTA; PATRICIA, 2012).

Outro disturbio do fosfato é caracterizado como hiperfosfatemia, quadro no qual
0 paciente apresentara altas concentracdes de fosfato sérico. As causas relacionadas
a hiperfosfatemia estéo relacionadas a suplementacao, deficiéncia na excrecéo renal,
sendo esta, a causa a mais frequente e ligada a doenca renal crénica e aumento pela
mobilizacdo do fosfato intracelular para o meio extracelular (LOH; SAW; SETHI, 2010).
Para melhor compreensdo e visualizacdo, abaixo estdo elencadas as principais

causas que levam ao desenvolvimento da hiperfosfatemia:

6.2.1. Causas de hiperfosfatemia
6.2.1.1 Suplementacao endbégeno/exbégena

Como ja citado, mesmo que a ingestédo de fosfato seja aumentada, a excrecdo
pela via renal, em condi¢cdes normais, sera suficiente para o seu balanceamento.
Porém, quando o fosfato é suplementado seja por via exdgena, por pacientes com
problemas renais cronicos e desidratados, por exemplo, essa excrecao torna-se
reduzida. Sendo o principal anion intracelular, o fosfato pode ser extravasado deste
ambiente para o compartimento extracelular, isso devido a necrose tecidual atrelada
a condicbes como: sindrome de lise tumoral, rabdomidlise, hemolise macica e
transfusdo sanguinea, configurando-se assim, como suplementagcdo exogena. Outras
condi¢cdes importantes que levam ao extravasamento do fosfato intracelular séo:
acidose latica e cetoacidose diabética. A sintomatologia clinica da hiperfosfatemia

aguda pode ser identifica por: tetania, convulsdes devido a hipocalcemia, nefropatia,

28



calcificacdo em tecidos moles pela complexacdo do célcio ao fosfato, dentre outras
manifestacbes (MALBERTI, 2013).

6.2.1.2 Aumento na absorcao tubular

Pacientes que tenham a funcdo renal normal podem apresentar
hiperfosfatemia, devido ao aumento da reabsorcao renal no tubulo proximal quando a
excrecdo esta reduzida. No entanto, pacientes com deficiéncia ou resisténcia ao
paratormoénio (PTH), ou do fator de crescimento FGF23, apresentarao diminuicdo da
excrecao renal e aumento na reabsorcdo. Essa condicdo acontecera nos seguintes
casos retratados no quadro 2 (MALBERTI, 2013).

Quadro 2. Condicdes que levam ao aumento da absorgéo renal de fosfato.

Condic¢des clinicas que aumentam | Mecanismo
a absorcao renal

Hipoparatireoidismo Deficiéncia na producéo ou resisténcia ao
PTH (pseudo-hipoparatireoidismo)

Toxicidade de Vitamina D Permite o aumento da absorc¢éo de célcio e
fosforo nas células tubulares

Calcinose tumoral familiar | Condic&o rara e genética que eleva os
niveis séricos de calcitriol

Fonte: Adaptado de MALBERTI, 2013.

6.2.1.3 Acromegalia

Nessa condicdo, havera estimulo a reabsor¢céo tubular direta devido a acao
direta dos horménios do crescimento (GH) e hormdnio do crescimento semelhante ao
fator de insulina (IGF) (MALBERTI, 2013).

6.2.1.4 Insuficiéncia Renal

Reducdo na taxa de filtracdo glomerular (TFG) pode acarretar a
hiperfosfatemia, levando em consideracdo que 5 a 20% do fosfato é excretado na

urina. Apesar disso, a concentragdo de fosfato no soro € mantida dentro da
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normalidade ainda que haja insuficiéncia renal avancada, pois, ha a diminuicdo da
reabsorcdo tubular proximal influenciada pelos mecanismos regulatérios do PTH e
FGF23 (MALBERTI, 2013). A hiperfosfatemia est4 associada a insuficiéncia renal,
principalmente devido a doenca renal aguda ou doenca renal cronica (DRC),
considerando a presenca de uma taxa de filtracao glomerular (TFG) <20 ml/min /1,73
m2 (MARTIN et al., 2020).

6.3. Hiperfosfatemia associada a Doenca Renal Crbnica

Configurando-se como um problema de saude publica global, uma doenca
cronica ndo transmissivel (DCNT) prejudica o desenvolvimento humano. 72% das
mortes registradas no Brasil no ano de 2007, estéo relacionadas as DCNT, sendo
elas: doencas cardiovasculares, respiratérias, diabetes, cancer e problemas renais
(SCHMIDT et al.,, 2011). A doenca cardiovascular (DCV), por exemplo, tem
aumentado progressivamente, devido ao acumulo de fatores de risco classicos como
a hipertensdo e a diabetes. Somada a estes fatores, encontra-se a doenca renal
cronica (DRC), caracterizada pela alteracéo da funcéo renal.

Na literatura, a DRC tem sido associada como um dos principais determinantes
de risco de eventos cardiovasculares. Levando em consideracdo essa associacao e
que a DRC pode funcionar como fator importante no prognostico da DCV, a
morbimortalidade cardiovascular em pacientes com DRC ¢ elevada (BRASILIA, 2014).
Além disso, os disturbios do metabolismo 6sseo (DMO) podem aparecer com
frequéncia na DRC. A confirmacdo desse disturbio pode ser feita a partir da
observacéo nas alteracées nos niveis séricos de calcio, fosforo, vitamina D e hormdnio
da paratireoide (PTH). Adicionalmente, observa-se alterac6es no metabolismo 6sseo,
como a remodelacéo 6ssea e calcificacdes extra esqueléticas, que contribuem com o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, calcificacbes anormais e mortalidade
(CONITEC, 2016). Nesse sentido, a avaliacdo da funcdo renal torna-se de suma
relevancia.

Os rins séo vitais em multiplas fungdes, como a excrecao de produtos advindos
de diferentes metabolismos, produgdo de horménios, controle do equilibrio
hidroeletrolitico do metabolismo acidobasico e da presséo arterial (BRASILIA, 2014).
Nesse sentido, verificar a funcdo excretora dos rins configura-se como pratica

essencial na avaliacdo da DRC. Na pratica clinica, a funcéo excretora renal pode ser
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mensurada, principalmente, através da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG)
(NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2013). A estimativa da Taxa de Filtracdo
Glomerular (eTFG) é obtida por meio de um calculo realizado a partir da dosagem de
creatinina no soro, idade, sexo e etnia do paciente e, apesar de ser apenas um calculo
de aproximacéo do valor real, fornece ao clinico, uma avaliacdo geral da funcéo renal
do paciente (SBPC, 2015). Considera-se entdo que para ser portador de DRC,
qualquer individuo necessita, independente da causa, apresentar por pelo menos trés
meses consecutivos uma TFG < 60ml/min/1,73m2 (SAUDE et al., 2014).

A avaliacdo dos parametros bioquimicos que também se configuram como
marcadores de dano renal parenquimatoso, € de suma relevancia na verificacdo da
condigéo fisioldgica dos rins. Destacam-se como marcadores de dano renal: presenca
de albumindria > 30 mg/24 horas ou Relacdo Albumindria Creatinintria (RAC) > 30
mg/g; Hematuria de origem glomerular, confirmada pela presenca de cilindros
hematicos ou dimorfismo eritrocitario no exame de Elementos Anormais de Sedimento
(EAS). Uma avaliagdo mais aprofundada, verifica as altera¢Bes eletroliticas ou
qualquer outra irregularidade relacionada aos tubulos renais, que geralmente, estdo
associadas a patologias secundarias. Essas condi¢cdes secundarias aparecem
comumente em pacientes que apresentam acidose metabdlica tubular e alteracdes
constantes dos niveis séricos de eletrdlitos urinarios (BRASILIA, 2014). Alteracdes
mais sérias como as que apresentam proteinuria ou suposi¢ao de doenca glomerular,
podem ser verificadas por bidpsia renal. Além dessas técnicas, os raios X do abdome,
bem como, ultrassonografia das vias urinarias sao técnicas que também podem ser

utilizadas na tentativa de detectar pacientes acometidos pela DRC (BRASILIA, 2014).

O manejo clinico do paciente com DRC esta intimamente ligado ao estégio
evolutivo da doenga, determinado pelo valor da taxa de filtracdo glomerular (TFG).
Tem sido reconhecido que a hiperfosfatemia eleva a mortalidade em pacientes com
DRC na fase de pré-dialise: a relacédo que se estabelece é de que hd aumento de 35%
na mortalidade a cada miligrama na concentracao de fésforo no sangue, de forma que
ultrapasse os valores considerados normais (MARTIN et al., 2020). Dessa forma, o
manejo clinico do paciente que se enquadre nestas condi¢des, torna-se diferenciado,
sendo recomendado pelo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas dos Disturbios

Mineral e Osseo na Doenca Renal Cronica (PCDT), cuidados adicionais ao paciente
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com DRC disturbios do metabolismo 6sseo e mineral. O quadro 3 a seguir, aborda os

estagios da DRC e seus respectivos valores de TFG:
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Quadro 3. Classificacdo da DRC de acordo com a TFG.

Estagio | TFG (ml/min/1,73 m2) | Descri¢cao

1 =90 Lesdo renal com TFG normal ou
aumentada

2 60 — 89 Lesdo renal com TFG levemente
diminuida

3(aeb)|45-59 TFG moderadamente diminuida

4 30-44 TFG gravemente diminuida

5 15-29 Faléncia renal

5D < 15 em dialise Faléncia renal e terapia substitutiva

Fonte: Adaptado de CONITEC, 2016.
Neste caso, os valores do PTH, de fosforo e vitamina D devem ser

considerados no tratamento, porém, apenas nos estagios evolutivos 3, 4 e 5 da DRC.
Sendo assim, a meta terapéutica € manter estes parametros dentro da faixa da

normalidade de acordo com o apresentado na tabela 2 (BRASILIA, 2014):

Tabela 2: Valores recomendados de fosforo e de PTH, conforme estagio de DRC.

Estagio DRC | Fosforo (mg/dL) PTH (pg/mL)

3 3,0-4,6 35-70
4 3,0-4,6 70 -110
5 3,5-55 150 - 300

Fonte: BRASILIA, 2014. (PTH - Paratorménio)

O diagndstico da hiperfosfatemia € laboratorial, sendo que o ponto de corte
utilizado para o fésforo sérico € 4,5 mg/dL; porém, nos pacientes em dialise, o nivel
sérico de fésforo de até 5,5 mg/dL é considerado aceitavel. O célcio sérico deve ser
mantido dentro do limite da normalidade, geralmente entre 8,5 a 10 mg/dL (CONITEC,
2016).
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6.4. Tratamento da hiperfosfatemia

Antes de iniciar o tratamento € necessario descobrir a causa associada a
hiperfosfatemia. O quadro 4 a seguir, retne as principais causas de hiperfosfatemia
(BURTIS; BRUNS, 2016):

Quadro 4. Causas de hiperfosfatemia.

Excrecao renal de fosfato diminuida Laxantes ou enemas contendo fosfato
Diminuicdo da taxa de filtracdo | Aumento da carga extracelular de fosfato
glomerular

Insuficiéncia renal (crénica e aguda) Desvio transcelular

Aumento da reabsorc¢ao tubular Acidose latica

Hipoparatireoidismo Acidose respiratéria
Pseudo-hipoparatireoidismo Cetoacidose diabética ndo tratada
Acromegalia Lise celular

Ingestdo de etidronato dissédico Rabdomidlise

Aumento da ingestéo de fosfato Hemolise intravascular

Administrag&o oral ou intravenosa Terapia citotoxica

Leucemia Linfoma

Fonte: Adaptado de BURTIS; BRUNS, 2016.

Além da causa que a origina, a hiperfosfatemia deve ser classificada em aguda
ou crénica, para que seja delimitado o melhor tratamento (MARTIN et al., 2020). Para
hiperfosfatemia aguda, pode-se aumentar a excre¢ao urinaria de fosfato em pacientes
com funcao renal preservada (MARTIN et al., 2020), pois, nestes casos, o fosfato pode
ser eliminado e balanceado dentro de 6 a 12 horas (MALBERTI, 2013). Em caso de
suplementacao por fosfato, é necessario identificar e suspender a fonte. Nas situacdes
graves de niveis séricos elevados, utiliza-se da hemodialise, que por sua vez, elimina
o fosfato de forma eficaz (MARTIN et al., 2020). Caso a hiperfosfatemia culmine para
a hipocalcemia, deve-se administrar gluconato de calcio por via intravenosa
(MARIANO; MARTA; PATRICIA, 2012). Hiperfosfatemia ligada a causas cronicas

como a Doenca Renal Cronica (DRC) na fase pré-dialise, recomenda-se a restricdo
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de fésforo em até 900 mg/dia e se, a hiperfosfatemia ainda persistir, deve-se utilizar
em terapia combinada, os ligantes de fésforo que reduzirdo os fésforos na urina de 24
horas e no sangue (MARTIN et al., 2020).

6.4.1. Aglutinantes do fosfato e uso na Doenca Renal Crénica

Pacientes com Doenca Renal Cronica (DRC) podem utilizar o carbonato de
calcio, bem como, o acetato de calcio a fim de diminuir a absorc¢éo de fosfato (HILAL-
DANHAN, 2015). Estes dois medicamentos compdem a classe dos ligantes a base de
calcio, porém, existe outra classe: a dos ligantes que ndo séo a base de calcio, séao
eles: hidréxido de aluminio, carbonato de lantanio, carbonato de magnésio, cloridrato
de sevelamero e carbonato de sevelamero. Todos séo eficazes na reducéo do fésforo
sérico, no entanto, para a escolha do medicamento algumas caracteristicas devem
ser consideradas como: capacidade de absorcao, tolerabilidade gastrointestinal bem
como, custo-eficacia (MALBERTI, 2013).

Em suma, a acdo farmacologica dos ligantes de fosfato estéo relacionadas a
sua ligacdo fisica ao conteudo do trato gastrointestinal (PIERCE et al., 2010).
Geralmente, os aglutinantes orais do fosfato disponiveis, possuem um mecanismo de
acdo semelhante: ligam-se a uma resina ou entdo, diretamente ao trato
gastrointestinal onde formam um complexo insolavel. Ambos os mecanismos fazem
com que haja para menor oferta de fosfato para absor¢cdo e dessa forma, o fosfato
sera excretado nas fezes (HUTCHISON et al., 2011). Os ligantes que tém uma base
de célcio ou magnésio ligam-se ao fosfato ionicamente (HUTCHISON et al., 2011). O
Sevelamer € um aglutinante do fosfato ndo associado ao calcio nem a metais como o
aluminio. E composto por polimeros de poli (cloridrato de alilamina), ou seja, aminas
diversas que quando no intestino, ficam parcialmente protonadas, interagindo com o
fosfato por meio de ligacdes ibnicas e de hidrogénio. No trato digestivo também ocorre
ligacdo com o fosfato presente, contribuindo para queda dos niveis séricos de fosfato
(HUTCHISON et al., 2009).

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas dos Disturbios Mineral e Osseo
na Doenca Renal Crbnica (PCDT) de 2016, delimita critérios de inclusédo para o uso

destes medicamentos, considerando o estagio da DRC e os niveis séricos de fésforo
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e calcio. Abaixo, esta disposto no quadro 5, os critérios para uso dos medicamentos

citados:

Quadro 5. Aglutinantes do fosfato e critérios de uso.

Medicamento Critério de inclus&o para uso

Carbonato de | Estagio DRC Niveis de fésforo  Niveis de calcio
calcio (mg/dL) (mg/dL)

Nao dialitica >4,5 Dentro da faixa da
normalidade: 8,5 a 10

Dialitica >55 Dentro da faixa da
normalidade: 8,5 a 10

Sevelamer N&o dialitica >4,5 Célcio sérico corrigido para
albumina acima do normal

Dialitica >5,5 em programa Calcio sérico corrigido para
regular de (TRS)  albumina acima do normal ou
PTH abaixo de 150 pg/mL

Fonte: Adaptado de CONITEC, 2016. (DRC - Doenc¢a Renal Cronica; TRS - Terapia renal
substitutiva; PTH - Paratormonio).

Em suma, o tratamento tem como meta terapéutica alcancar a diminuicdo da
absorcado do fosfato intestinal por uma dieta pobre em fosfato e uso, se necessério,
de aglutinantes de fosfato.

6.5. Pseudohiperfosfatemia e patologias associadas as Gamopatias

Monoclonais

Diferentemente dos distarbios relacionados ao fosfato, discutidos
anteriormente, ha outra causa de hiperfosfatemia que tem sido descrita na literatura
cientifica. No entanto, tal causa reflete 0 aumento falso do fosfato no soro. Considera-
se como pseudohiperfosfatemia, a condicdo na qual o fosfato encontra-se em uma
falsa concentragéo elevada, ou seja, na realidade, os niveis séricos de fosfato ndo
estdo verdadeiramente elevados (MALBERTI, 2013). A ocorréncia de
pseudohiperfosfatemia tem sido relatada em pacientes, cuja amostras de soro,

possuiam paraproteinas associadas a patologias como: mieloma multiplo,
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Macroglobulinemia de Waldenstrom e gamopatia monoclonal (KRITMETAPAK et al.,
2019).

De acordo com Drexler et al. (2000, apud RANI et al., 2020) as denominadas
Gamopatias Monoclonais (GM) constituem uma classe de doencas de origem
hematolégica, podendo variar do estado benigno como a Gamopatia Monoclonal de
Significado Indeterminado (GMSI), em inglés Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance (MGUS), para producédo de células malignas e disturbios
linfoides, como o que ocorre nos casos de mieloma multiplo e Macroglobulinemia de
Waldenstrém. A principal caracteristica das GM é a multiplicacdo de um unico clone
de plasmdécitos, que secretam imunoglobulinas (Ig) ou fragmentos de Ig monoclonal,
as chamadas proteina M ou paraproteina (HUNGRIA et al., 2013). Dessa forma, as
gamopatias monoclonais também podem ser denominadas de paraproteinemias e
disproteinemias (CONITEC, 2016).

Consideradas como doencas graves, as Gamopatias de Significado
Indeterminado (GMSI) sédo as que possuem maior prevaléncia (61%) (CONITEC,
2016). Ocorrem em 3%-5% das pessoas acima de 70 anos e 1%-3% das pessoas
acima de 50 anos. Ao ano, ha o risco de 1% de progressédo de GMSI para mieloma
mdltiplo sintomético, amiloidose, macroglobulinemia de Waldenstrém (BRASILIA,
2014). J4 o Mieloma Mudltiplo (MM) ocorre em 18 % dos casos de GM (CONITEC,
2016). Levando em consideracdo que aproximadamente 80% do mieloma multiplo é
originado de GMSI de imunoglobulina ndo IgM (GMSI ndo de IgM) e 20% de
imunoglobulina de cadeia leve, pode-se inferir que a GMSI, quase sempre, €
precursora de mieloma mdultiplo (RAJKUMAR et al., 2014). O Mieloma Multiplo pode
ser derivado de uma GMSI. Sendo caracterizado por proliferagdo clonal de
plasmoécitos malignos dentro da medula Ossea, geralmente, detectado por
aparecimento de paraproteina sérica e/ou urinaria além de, presenca de
acometimento ou lesdo dos 6rgaos-alvo (LOA). Configura-se como uma patologia de
causas associadas a diferentes agentes infecciosos, como virus, no entanto, o
mecanismo da patogénese ndo esta totalmente elucidado. MM é um cancer raro,
sendo 1 % representante de todos os tipos de cancer, porém, dentro do ambito de
neoplasias hematolégicas, ¢ o mais frequente (13%). Acomete pessoas de
aproximadamente 70 anos (HUNGRIA et al., 2013).
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A condicdo de mieloma assintomatico (MA) gera o risco de progressao para
mieloma multiplo sintomatico (MMS) ou amiloidose (AL) cerca de 10% ao ano durante
0s primeiros 5 anos, 3% ao ano nos proximos 5 anos e, depois, de 1% a 2% ao ano,
resultando numa probabilidade cumulativa de progressao de 73% aos 15 anos. Para
gue haja a progressao, sao determinados alguns fatores de risco essenciais: proteina-
M sérica maior que 3 g/dL; plasmocitose clonal na medula 6ssea acima de 10% ou
taxa de cadeias leves livres anormal (até 0,125 ou maior ou igual a 8). A probabilidade
de progressao em 5 anos € de 25%, 51% e 76%, respectivamente, se um, dois ou trés
fatores de risco estiverem presentes ao diagnéstico. O paciente ira apresentar
mieloma mudltiplo sintomatico, quando for detectado o0s seguintes parametros:
deteccdo de proteina monoclonal no soro ou na urina, acometimento de 0ssos ou
partes moles por infiltracdo plasmocitaria medular e lesdo de 6rgao alvo (LOA)
(BRASILIA, 2014).

Os linfocitos T e B, células do sistema imune adaptativo, sdo originados das
células progenitoras do tipo linfoide, a partir das células tronco pluripotentes da
medula 6ssea. Apés serem maturados na medula 6ssea, os linfocitos B entram na
circulacao sanguinea e se estabelecem nos 6rgaos linfoides secundarios (JONIOR et
al., 2010). Fisiologicamente, a diferenciacdo dos linfocitos B em plasmacitos,
proliferacéo, bem como a secrecdo das imunoglobulinas, ocorre mediante a exposi¢cao
do anticorpo a antigenos (LONGO, 2015). As imunoglobulinas sao produzidas pelos
plasmacitos e sdo responsaveis, por reagir a determinados antigenos em resposta a
defesa do sistema imune. S&o proteinas que funcionam como anticorpos e em sua
estrutura, possuem sitios de ligacao altamente especificos para uma variedade de
antigenos (BURTIS; BRUNS, 2016).

As imunoglobulinas (Ig) s@o glicoproteinas e todas possuem uma estrutura
basica: sdo formadas por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves idénticas. Sao
divididas nas seguintes classes: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, sendo que a mais
predominante das Ig, é a IgG (70 a 75 %) (BURTIS; BRUNS, 2016). Constituem-se
como cadeias pesadas as chamadas: gama (y) na IgG, alfa (a) na IgA, mu (m) na IgM,
delta (8) na IgD e épsilon (¢) na IgE, e como cadeias leves — capa (kappa = K) ou
lambda. Tanto as cadeias leves quanto as pesadas, possuem regides variaveis, o que

vai determinar a especificidade da imunoglobulina, e regibes constantes, ou seja, a
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regido onde havera correspondéncia para todos os anticorpos (IgA, 1gG, etc.)
(FAILACE, 2018).
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Figura 3: Estrutura geral de uma imunoglobulina.
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Fonte: Adaptado de FAILACE, 2018.

Em estado patoldgico, os plasmécitos, que se encontram em crescente
expansdo, passam a secretar imunoglobulinas anbmalas, as chamadas
paraproteinas, devido a gamopatias monoclonais. As paraproteinas podem ser do tipo
lg intactas, polimeros de Ig, cadeias leves livres ou cadeias pesadas de Ig ou
fragmentos de Ig (BURTIS; BRUNS, 2016). Os plasmdcitos associados as GM podem
ser encontrados na medula Gssea, circulacdo periférica ou nos tecidos moles e,
destaca-se como achado em comum no diagnéstico das GM, a presenca de
paraproteina monoclonal na urina ou no sangue (RANI et al., 2020). Nesse sentido,
torna-se crucial, pesquisar, quantificar e caracterizar o componente monoclonal de
estudo, para diagnosticar o tipo de gamopatia, além disso, outros exames Ssao
necessarios para o éxito diagnostico: verificar o quanto a medula O6ssea ja foi
preenchida pelo infiltrado plasmocitario e identificar possivel dano organico
relacionado, ou seja, se ha indicios de hipercalcemia, anemia, insuficiéncia renal e
lesbes Osseas (FARIA; SILVA, 2007). As imunoglobulinas também podem ser de
origem policlonal, ou seja, secretadas por mais de um clone de plasmdcitos. Nesse
sentido, Hungria et al. (2013) ressaltam que € de suma importancia diferenciar se o

aumento das imunoglobulinas € policlonal ou monoclonal, sendo que, no primeiro
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caso, esta relacionado a casos de resposta inflamatoria, ja no segundo caso, esta

relacionado a condi¢des potencialmente ou malignas.

A sintomatologia das gamopatias, no geral, faz com que o paciente possa
apresentar: fraqueza, dor éssea, fraturas patolégicas, hipercalcemia, perda de peso,
insuficiéncia renal e infeccdes recorrentes. E, apesar do quadro sintomatico ser muito
semelhante e comum entre as GM, ha a necessidade de diferencia-las ja que, existem
categorias como Gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI),
Mieloma Mudltiplo Assintoméatico e Mieloma Mdultiplo Latente (MML), que por
apresentarem perfil clinico um pouco diferente, necessitam de exames e diagndsticos
mais especificos (CONITEC, 2016). Baseado nas recomendacdes do International
Myeloma Working Group (IMWG) e da Organizagdo Mundial da Saude, a seguir, no
quadro 6, estdo definidos os critérios diagndsticos para neoplasias de células
plasmaticas de acordo com o disposto nos Protocolos Clinicos e Diretrizes

Terapéuticas em Oncologia para o diagndstico de.

Inteirasse que para diagnostico de Mieloma Mdltiplo Assintomético (MMA),
deve ocorrer proteina monoclonal sérica > 3,0 g/dL, presenca de plasmdécitos
monoclonais na MO >10% e/ou plasmocitoma e auséncia de dano organico
relacionado ao MM. No caso de Mieloma Mudltiplo Sintomatico (MMS), se a proteina
monoclonal ndo for detectada, a plasmocitose medular precisa ser > 30% ou
plasmocitoma deve ser documentado por biépsia. Ainda no caso de MMA, se a lesédo
Ossea decorre de plasmocitoma solitario ou somente osteoporose, sem fratura, a
plasmocitose medular precisa ser > 30% (HUNGRIA et al., 2013). No quadro 6, esta
sintetizado os critérios de estratificacdo das gamopatias monoclonais.

As técnicas para detectar, quantificar e caracterizar as imunoglobulinas
constituem-se como importante estratégia para a triagem, diagnéstico e
monitoramento das gamopatias (RANI et al., 2020). A fim de detectar a presenca de
paraproteina no soro ou na urina, faz-se necessario a utilizacdo de uma técnica
sensivel e especifica, com a finalidade de auxiliar na identificacéo do tipo de cadeia
pesada e leve presente (HUNGRIA et al., 2013). A eletroforese em gel de agarose
pode ser utilizada para deteccdo e triagem a fim de verificar a presenca de
paraproteinas (CONITEC, 2016). De acordo com Rani et al. (2020), geralmente,
utiliza-se da técnica de eletroforese de imunofixacdo (IFE) para realizar a
caracterizacao das proteinas M. E as metodologias da turbidimetria e ou nefelometria,
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com frequéncia, sdo solicitadas para a quantificacdo de imunoglobulinas. Segundo

Hungria et al. (2013), a eletroforese por zona de capilar, configura-se como a mais

utilizada para deteccéo de proteina M, sendo superior quando comparada a técnica

de gel em agarose, pelo motivo de além de identificar a banda monoclonal, permitir a

quantificacdo da paraproteina.

Quadro 6. Critérios para a estratificacdo das GM

Tipo de GM

Critérios Diagnostico

Mieloma multiplo
sintomatico (MMS)

Proteina monoclonal no soro ou urina;

Infiltrac&o medular por plasmécitos clonais ou plasmocitoma 6sseo ou

de partes moles;

Lesdo de 6rgéo alvo (LOA): hipercalcemia (calcio total acima de 11,5
mg/dL), insuficiéncia renal (creatinina acima de 2 mg/dL), anemia
(hemoglobina abaixo de 10 g/dL ou 2 g/dL abaixo do limite inferior
normal), doenca 6ssea (lesdes liticas, osteopenia grave ou fraturas),
amiloidose, hiper viscosidade e infec¢gbes de repeticdo (dois ou mais

episddios/ano)

Mieloma multiplo
latente (MML)

Proteina monoclonal no soro com dosagem igual ou superior a 3 g/dL
ou infiltracdo medular por plasmécitos igual ou superior a 10%;
Auséncia de lesao de érgao alvo;

Mieloma multiplo
latente de cadeias
leves (MMLL)

Proteina monoclonal na urina de 24 h igual ou superior a 500 mg/dL

ou infiltracdo medular por plasmécitos igual ou superior a 10%;

Auséncia de cadeias pesadas na imunofixacdo; Auséncia de lesdo de

6rgao alvo

Gamopatia
Monoclonal de
Significado
Indeterminado
(GMSI)

Proteina monoclonal sérica abaixo de 3 g/dL;

Plasmocitose clonal na medula 6ssea < 10% e minima infiltracéo
medular a biopsia;

Auséncia de doenca linfoproliferativa de células B;

Auséncia de lesdo de 6rgao alvo, como definido anteriormente, ou

sinais e sintomas relacionados a doengas por plasmadcitos ou

linfécitos

Fonte: Adaptado de BRASILIA, 2014. (GM — Gamopatia Monoclonal).
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Os tipos de paraproteinas se apresentardo de formas distintas para cada tipo
de gamopatia. Para o Mieloma Multiplo, a paraproteina do tipo IgG vai estar > 3 g/dL
e do tipo IgA acima de 2,5 g/dL. No caso de Mieloma Mdltiplo Latente, os tipos de
proteina-M séo IgG ou IgA, no entanto, se a paraproteina for do subtipo IgM, nomeia-
se a condicdo de macroglobulinemia de Waldentrom latente e, na grande maioria dos
casos de GMSI, as paraproteinas sao (70%) do tipo IgG, 15 % IgM, 12% IgA e 3%
biclonal (CONITEC, 2016).

No contexto desta revisdo de literatura, que aborda sobre a presenca de
paraproteinas associadas a gamopatias, os autores Lovekar e Chen (2010) relatam
gue embora, estudos passados relatem pseudohiperfosfatemia em pacientes com
paraproteinemia do tipo IgG, a associa¢do ao tipo IgA também tem sido observada.
Ainda, a partir da literatura analisada, € possivel conhecer que a forma mais
comumente relatada de paraproteina € a IgG (52%), logo apos, tem-se a IgA (21%),
paraproteina de cadeia leve (16%), IgD (2%), biclonal (2%) E IgM (1%) (RANI et al.,
2020).

6.6. Dosagem de fosforo inorganico pelo método colorimétrico e solucdes

para eliminacdo das paraproteinas

Os resultados e laudos emitidos por laboratorios clinicos, devem,
indubitavelmente, apresentar precisdo e exatiddo. E de conhecimento que, a
ocorréncia de erros nas fases pré e pds-analiticas, nas analises clinicas é iminente ao
processamento das amostras e emisséo dos laudos, no entanto, tais erros podem ser
evitados ou minimizados, por meio da atencéo e experiéncia dos profissionais na area.
Apesar disso, certas interferéncias que ocorrem na fase analitica, mais precisamente
a fase na qual os exames sdo executados, sdo mais dificeis de se prever, sendo

necessario, as reconhecer antecipadamente (PARK et al., 2017).

O método utilizado para quantificacdo de fésforo inorganico no sangue € o
colorimétrico — fosfomolibdato (RESENDE; VIANA; VIDIGAL, 2009). Baseado na acao
de ions de fosfato com o molibdato de aménio, a medigéo de fosfato inorganico por
essa metodologia é a mais comumente utilizada (LOH et al., 2010). E importante frisar
que todos os meétodos utilizados para quantificacdo de fosfato inorganico estéo
baseados nesse tipo de reagdo e sao mensurados espectrofotometricamente
(BURTIS; BRUNS, 2016). Na reacéo, ocorre que os ions de fosfato reagem com o

molibdato de aménio na presenca de acido sulfurico para formar um complexo
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chamado fosfomolibdato de aménio. A absorbancia deste complexo na regido UV é

medida num comprimento de onda de 340 nm (KRITMETAPAK et al., 2019).

Figura 4: llustragéo da reagéo entre fosfato e molibdénio
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Fonte: Adaptado de NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2020.

O doseamento de fosfato sérico pelo método direto de molibdato de aménio,
tem sido descrito como o que mais sofre interferéncias por paraproteinas, quando
comparado com o método de molibdato modificado (LOVEKAR; CHEN, 2010). No
método modificado, o complexo de fosfomolibdato de amdnio pode ser reduzido e
para isso, € possivel utilizar diversos agentes redutores como: hidroquinona, acido 1-
amino-2-naftol-4-sulfénico (ANS), p-semidina (N-fenil-fenil-hidrazina), sulfato aménio-
ferroso, cloreto de estanho e metol (metil-p-aminofe-nol sulfato) (MOTTA, 2009). O
analisador de quimica clinica Vitros® da empresa Ortho Clinical Diagnostics, realiza a
dosagem de fosforo inorgéanico pela reacao entre o fosfato e o reagente de molibdato
de amobnio, no entanto, o complexo formado € reduzido a azul de molibdénio. De
acordo com Chakraborty et al. (2015), o equipamento possui a tecnologia de micro
slides, onde a reacéo para ocorre em distintas microcamadas, sendo que a primeira,
é destinada a ultrafiltragdo de proteinas, assim, impedindo que as paraproteinas

interfiram no analito a ser mensurado.

Provavelmente, hd dois mecanismos envolvidos na pseudohiperfosfatemia
associada a gamopatias, o primeiro, seria a ligacdo das paraproteinas ao molibdato,
ocasionando turbidez da mistura de reacdo. Esse mecanismo acarretaria a absorcao
de luz reduzindo sua transmitancia, elevando falsamente a concentracdo de fosfato.
(LOVEKAR; CHEN, 2010). A explicacdo da interferéncia nos casos de metodologias
como nefelometria, turbidimetria ou ensaios colorimétricos, estaria baseada na
turbidez da amostra, gerada pela precipitacdo de proteinas junto aos reagentes no

momento da execucgao do teste (PALLAVI et al., 2019). Para que haja a interagao
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entre os ions de fosfato e 0 molibdato de aménio, o ambiente precisa estar acido para
gue ocorra a reacao quimica. Por isso, os autores Jelinek e Bachmann (2014), relatam
gue seria justamente o baixo pH do meio reacional, que ocasionaria a precipitagao
das paraproteinas, gerando assim, o aumento da turbidez da solucdo e
consequentemente, dispersdo da luz. Um segundo mecanismo seria a ligacdo direta
de imunoglobulinas ao fésforo (LOVEKAR; CHEN, 2010). A possivel explicacdo da
interferéncia nos imunoensaios, seria que as paraproteinas interagiriam com o0s
anticorpos presentes no reagente, elevando assim o analito mensurado (PALLAVI et
al., 2019). Nesse contexto, entende-se que em analisadores de “quimica umida”, a
falsa alta absorbancia esta relacionada a reacdo que ocorre entre as paraproteinas
com o molibdato de amonio, que irdo turvar a solugdo, aumentando falsamente o
fosfato (CHAKRABORTY et al., 2015).

Lovekar e Chen (2010) citam formas de remocéao das paraproteinas a fim de se
eliminar a interferéncia ocasionada no método de dosagem de fésforo inorganico pela
reacdo com molibdato de amonio. O procedimento de desproteinizagdo pode ser
alcancado com precipitacao utilizando acido ou filtragédo. A diluicdo € um método que
também tem sido empregado para reducdo de paraproteinas no soro. Pamuk et al.
(2015) recomenda a utilizacdo de 200 microlitros de acido sulfossalicilico e 2 mL de
soro para desproteinizacdo e remocao de proteinas. Em seu relato de caso, o autor
Amalnath et al. (2013), revela falha na tentativa de desproteinizagédo do soro de um
paciente diagnosticado com macroglobulinemia de Wandestron, com um nivel muito
alto de IgM sérica: 39,7 g/L, valor de referéncia <5 g/L. No entanto, sugere a técnica
de precipitacdo para remocao de paraproteina. De acordo com BERTH et al. (2004,
apud CHAKRABORTY et al., 2015, p. 212), na rotina, a técnica de desproteinizacao
do soro ndo € comumente utilizada e as interferéncias causadas por proteinas

continuariam mesmo apds a remocao.

Um interessante estudo foi conduzido por Chakraborty et al. (2015), a fim de
verificar a eficiencia na eliminacdo de paraproteina do tipo IgG, por meio de
precipitacdo com PEG (polietilenoglicol) 6000. Aléem disso, também se testou a
diluicdo da amostra apés precipitagdo e, dosagem da amostra ap0s ultrafiltracdo de
proteinas. O procedimento foi realizado em duas etapas distintas. Na primeira etapa,
utilizou-se 20 amostras de pacientes sem suspeitas de gamopatia monoclonal. O
fosfato sérico presente em amostra de soro tratado com PEG e nao tratado, foi
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mensurado em um analisador de quimica umida, pelo método de fosfomolibdato de
amonio. IgG foi quantificada por imunoturbidimetria. Na segunda etapa, 12 amostras
de pacientes com pseudohiperfosfatemia e presenca de IgG-kappa no soro foram
coletadas. No entanto, as amostras foram divididas em duas partes: a primeira,
consistiu em 250 microlitros de soro que foram tratados com uma solucéo de PEG a
25%, posteriormente centrifugada a 3000 x g durante 15 minutos. O sobrenadante
obtido dessa centrifugacdo, foi diluido a fim de corrigir qualquer presenca de
paraproteina que pudesse ter ficado. A segunda parte ndo sofreu qualquer pré-
tratamento. Apos, as amostras tratada e nao tratada, foram dosadas no equipamento
Vitros 350 (Ortho Clinical Diagnostics, Rochester, EUA), pelo método de
fosfomolibdato de amdnio, onde o complexo, por sua vez, foi reduzido em azul de
molibdénio. A eletroforese de proteinas foi realizada em uma amostra de paciente com
GM antes e depois do tratamento com PEG e apds, comparada a uma amostra de
paciente sem gamopatia. Na tabela 3 € possivel visualizar o antes e depois dos

resultados de fosforo obtidos com PEG para amostras com pseudohiperfosfatemia:

Tabela 3: Concentracéo de fosfato no soro antes e depois da precipitacdo com PEG.

Fosfato (mmol/L) mmol/L
Numero IgG (g/L)
Normal PEG Vitros
1 103.9 3.2 2.1 2.2
2 48.4 4.6 1.1 1.1
3 115 7.3 1.2 1.3
4 56.8 4.9 1.0 1.0
5 76.6 3.2 0.9 1.0
6 144.4 6.6 1.2 1.2
7 93.7 5.7 0.6 0.6
8 83 3.8 1.4 1.4
9 61.3 3.6 1.1 1.0
10 94 6.1 1.7 1.6
11 87.5 4.5 2.3 2.2
12 132.7 5.8 1.0 0.9
Média 91.44 4.93 1.29 1.30
Mediana 90.60 4.75 1.11 1.16

Fonte: Adaptado de Chakraborty et al., 2015. (IgG — imunoglobulina G; PEG — polietilenoglicol).
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Na tabela 4, visualizam-se as concentracfes de IgG e de fosfato em amostras
sem suspeita de GM, antes e depois do tratamento com PEG, dosadas no analisador

de quimica Uumida:

Tabela 4. Concentracéo de IgG e fosfato no soro antes e depois da precipitagdo com PEG

IgG (g/L) Fosfato (mmol/L)
NUmero Normal Depois de Normal Depois do tratamento
tratada com com PEG
PEG

1 19.7 <04 2.8 2.9

2 18.8 <04 1 11

3 16.8 <04 19 2

4 13.3 <04 1 11

5 11.2 <04 1.5 1.6

6 9.1 <04 1.2 1.3

7 24 <04 21 2.1

8 23 <04 4.1 4.1

9 17.8 <04 0.7 0.7
10 16 <04 1.4 1.4
11 14.7 <04 1.7 1.7
12 14.6 <04 1.3 1.3
13 12.8 <04 1.3 1.3
14 10.7 <04 15 1.5
15 9.5 <04 11 11
16 7.8 <04 1.2 1.2
17 15.3 <04 14 1.3
18 12.4 <04 14 1.3
19 13 <04 1.3 1.2
20 8.2 <04 1.3 1.2
Média 1.56 1.57
Mediana 1.35 1.3

Fonte: Adaptado de Chakraborty et al., 2015. (PEG — polietilenoglicol).

A eletroforese mostrou a eliminacdo completa de proteinas apos tratamento
com PEG:
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Figura 5: Eletroforese de proteina sérica em gel de agarose no analisador Sebia Hydrasys®
proteinas. Linhas 1 e 4: pacientes com IgG K GM; Linhas 2 e 3: pacientes sem GM; Linhas 5
e 6: amostras apos tratamento com PEG; Linha 7: controle.

®

Ig G-k Control Subjects IgG-k PEGtreated QC

2 3 4 5 5 7T @©

Fonte: Chakraborty et al., 2015. (GM — Gamopatia Monoclonal; PEG — Polietilenoglicol).

Diante do exposto no estudo acima, € possivel entender que técnica de
ultrafiltragao, como a disponivel no equipamento de “quimica seca” Vitros 350, permite
a filtracdo de proteinas como a imunoglobulina 19G, sendo que o filtrado fica livre de
interferéncia pelo fato de as proteinas ficarem retidas no filtro. Os resultados de fésforo
sérico entdo, sdo estimados de forma precisa e exata. No entanto, essa opcéao
configura-se como mais custosa para aquisicao. O polietilenoglicol (PEG) consiste em
um polimero composto por 6xido de etileno que precipita proteinas (CHAKRABORTY
et al., 2015). As imunoglobulinas no soro terdo sua solubilidade afetada na presencga
de PEG, que atuard como uma esponja inerte, absorvendo a agua de hidratacao
presente nas proteinas, o que culminara em sua precipitacdo. O PEG no soro, possui
especificidade de precipitacdo com imunoglobulinas e seus complexos (FAHIE-
WILSON et al.,, 2013). O uso de PEG 6000 apresenta-se como solucao efetiva,
acessivel e rentavel para eliminacdo de paraproteinas, além nao influenciar como
interferente na reacdo do fosfato (CHAKRABORTY et al., 2015).

Em outros dois relatos de caso, de diferentes autores, foram discutidos o uso
de filtracdo como forma efetiva na remocao de paraproteinas. Em ambos os casos, 0

filtro Amicon (Merck Millipore), foi utilizado como material para a filtrag&o.

Na obra dos autores Lovekar e Chen (2010), A 90-Year-Old Man With

Hyperphosphatemia, é relatado um caso de pseudohiperfosfatemia associada a
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gamopatia monoclonal. O relato € de um de paciente idoso, 90 anos, sexo masculino,
que em dezembro de 2008, precisou ser avaliado devido a intervalo nefrético de
proteindria, caracterizando um possivel inicio de doenga renal crénica. Em suma, o
paciente, ao ser avaliado, realizou uma série de exames adicionais, que estdo
dispostos na tabela 4. No entanto, um parametro especifico, chamou atencéo: notou-
se 0 aumento nivel de fésforo de 5,0 mg/dL (1,61 mmol/L). Em seu historico clinico,
além de outras condi¢Bes descritas, constava o diagndstico de gamopatia monoclonal
de significado indeterminado (GMSI), em 2006, devido a uma investigagédo de dores
nas costas e anemia. Apos realizada bidpsia da medula éssea, observou-se presenca
de 10% -15% de infiltrado de células plasmaticas, porém, durante os 3 anos seguintes,
0 paciente encontrava-se clinicamente estavel sem evidéncia de progressao para
mieloma multiplo.

Em estudos laboratoriais realizados ap0s 7 meses, notou-se melhora
espontanea na proteinuria detectada anteriormente em dezembro de 2008. Porém, a
concentracéo de fésforo sérico aumentou para 9,9 mg/dL (3,20 mmol/L) e o paciente
seguia sem sintomas ou sinais de hiperfosfatemia. Assim, conduziu-se uma pesquisa
das causas que poderiam estar associadas a uma possivel hiperfosfatemia. Incluiram-
se exames para rabdomiolise, hipoparatireoidismo e hemdlise. Essas possiveis
causas foram descartadas, ja que o paciente ndo apresentou sintomas ou evidéncias
clinicas dessas doencas. O paciente entdo, foi instruido a diminuir ingestdo de
proteinas. Apds, o nivel de fosforo sérico repetido foi de 9,1 mg/dL (2,94 mmol/L),
ainda elevado. Os resultados dos testes realizados no paciente estdo dispostos na

tabela 5 a seguir:
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Tabela 5. Dados laboratoriais ao longo do tempo.

Parametro 29/5/08 | 10/12/08 | 11/02/08 | 08/07/09 Valor de
referéncia
Anélises no soro
Hemoglobina (g/dL) 11.6 10.0 11.0 10.2 13.5-18
Creatinina sérica (mg/dL) 1.03 1.14 1.40 1.31 0.8-1.3
eGFR (mL/mim/1.73 m?) 68 60 48 51
Célcio (mg/dL) 8.9 8.3 8.4 9.0 8.4-10.2
Fésforo (mg/dL) 5.0 6.2 9.9 2.5-4.5
25 hidroxivitamina D D3 (ng/mL) 22.4 30-60
1,25 Diidroxivitamina D (pg/mL) 36 25-66
Paratorménio (pg/mL) 25 11-80
Albumina (g/dL) 3.0 3.3 3.6 3.5-4.8
Célcio livre (mg/dL) 4.5 3.8-5.3
Acido urico (mg/dL) 7.2 3.4-7.0
Creatina quinase (U/L) 79 39-259
Tirotrofina (uUI/mL) 2.44 0.35.5.5
Anédlises na urina
Proteina urinaria 24 h (mg) 2,043
Creatinina urinaria 24 h (mg) 580
Proteina urina isolada “spot” (mg/L) 3,000 2,188 1,201 574
Creatina urina isolada “spot” (mg/L) 1,000 372 570 569
Eletroforese e imunofixacéo do
soro
IgA (mg/dL) 79 53 70-400
IgG (mg/dL) 2,580 4,060 700-1,600
IgM (mg/dL) 41 22 46-304
K 1,880 5,220 574-1,276
A 183 166 269-638
Razao K:A 15.7 31.4 1.0-2.5
Analise cadeias leves

A 72 67.6 56.1 5.7-26.3
K 71.3 83.7 147.0 3.3-194
Razao K:A 0.99 1.24 2.62 0.26-1.65

Fonte: Adaptado de Lovekar; Chen, 2010. (eGFR— Estimativa da Taxa de Filtracdo Glomerular; A —
lambda; k — kappa; K:A — razéo entre kappa e lambda).
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Dessa forma, desconfiou-se de pseudohiperfosfatemia sendo necessaria a
conducdo de estudos adicionais investigativos. Assim, uma amostra de soro do
paciente foi testada novamente para dosagem de fosforo, porém, dessa vez, dividiu-
se a amostra 2 porcdes. Na primeira porgao, o soro foi centrifugado por 6-8 minutos e
dosado no analisador de quimica clinica ADVIA 2400 analisador clinico (Siemens AG).
A segunda parte do sangue foi filtrada usando um Filtro Amicon Ultra 30000 (Millipore),
gue provavelmente removeria proteinas com peso molecular >30 kDa. O sangue
filtrado passou por centrifugagéo por 6-8 minutos e testado no mesmo analisador. Os
resultados iniciais e apds o tratamento da amostra, para dosagem de fésforo estéo

listados na tabela 6:

Tabela 6: Resultados de fosforo sérico com e sem filtracao.

Parametro 08/07/09 | 10/07/09 | 31/07/09 | 16/11/09
Creatinina sérica 1.31 1.15 1.65
(mg/dL)
eGRF (mL/min/1.73 51 60 39
m?)

Foésforo (antes da 9.9 9.1 6.2 12.9
filtrac&o)
Foésforo (pos 4.1 3.9 4.8

filtracdo) (mg/dL)

Fonte: Adaptado de Lovekar; Chen, 2010. (eGFR— Estimativa da Taxa de Filtracdo Glomerular).

ApoOs a conducdo do tratamento da amostra, ficou evidente que o método para
dosagem de fosfato pelo equipamento Advia 2400, sofria interferéncia por
paraproteinas do tipo IgG, visto que, essa imunoglobulina sofreu elevacdo da data de
29 de maio de 2008 até a data de 8 de julho de 2009 (2,580 — 4,060 mg/dL). O
diagnéstico foi de pseudohiperfosfatemia associada a GMSI com possivel progressao

para MM.

O filtro Amicon (Merck Millipore) € uma tecnologia que utiliza membranas de
celulose filtrante e pode ser utilizado para realizar a concentracdo de proteinas,
antigenos, anticorpos, enzimas ou acidos nucléicos em amostras bioldgicas. O filtro
para filtragéo de proteinas de tamanho > 30 kD, foi utilizado para a filtracdo de IgG no
relato de caso descrito. Levando em consideracéo que a filtracdo permitiu a remocéao

completa da IgG (vide figura) e de que os niveis séricos de fosfato voltaram a

51



normalidade, o filtro Amicon torna-se também, uma boa alternativa para retirada de
paraproteinas do soro. E possivel notar a efetividade do uso de filtragio para remocé&o

de paraproteinas, também no relato de caso a seguir.

O paciente, homem de 56 anos, com historico de cancer de cdélon, chegou ao
departamento de emergéncia médica apresentando perda de peso além de relatar dor
abdominal forte. InvestigacGes laboratoriais iniciais revelaram uma anemia
macrocitica normocrémica, quadro configurado devido as resultados de:
hemoglobina, 71 g/L (intervalo de referéncia, 126-169 g/L); volume corpuscular médio,
98,0 fL (intervalo de referéncia, 80,1-96,7 fL); concentracdo média de hemoglobina
corpuscular, 320 g/L (intervalo de referéncia, 308-384 g/L)]. Parametros bioquimicos
como: creatinina sérica, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, e 0s
valores de bilirrubina estavam dentro dos limites de referéncia. A concentracao de
proteina total foi de 113 g/L (referéncia intervalo, 65-82 g/L), e a concentracdo de
albumina foi de 33 g/L (intervalo de referéncia, 38-48 g/L). A concentracdo de fosfato,
no entanto, aumentou acentuadamente em 14.99 mg/dL (4,84 mmol/L) (intervalo de
referéncia: 2.63-4,49 mg/dL ou 0,85-1,45 mmol/L). As concentracdes de calcio total e
corrigido foram 1,98 mmol/L e 2,20 mmol/L (intervalo de referéncia para ambos, 2,15-
2,55 mmol/L), respectivamente, e 0 magnésio a concentracédo foi de 0,76 mmol/L
(intervalo de referéncia, 0,75-1,07 mmol/L). Os indices analiticos (lipemia, bilirrubina
e hemodlise) estavam dentro dos limites aceitdveis. O Unico medicamento que o

paciente estava tomando era atenolol para hipertenséo.

Assim como no primeiro relato de caso, neste, suspeitou-se de
pseudohiperfosfatemia quando o quadro clinico do paciente ndo condizia com
hiperfosfatemia, assim, a interferéncia analitica foi considerada e consequentemente,

as investigacoes para pseudohiperfosfatemia se iniciaram.

Apos ser dosado pelo método colorimétrico, baseado na reacdo de
fosfomolibdato/UV no analisador Advia 2400 (Siemens Healthcare Diagnostics), o
fosfato foi dosado novamente na plataforma Vitros 5600 (Ortho Diagnéstico Clinico),
pela conversdo do complexo de fosfomolibdato em heteropolimolibdato azul para
medicao. Respectivamente, os resultados foram de 3,81 mmol/L (Advia 2400) e 1,28
mmol/L (Vitros 5600). A quantificagdo de imunoglobulina também foi realizada e
mostrou 0s seguintes resultados: IgA, 0,21 g/L (intervalo de referéncia, 0,80-4,00 g/L);

IgG, 108,30 g/L (intervalo de referéncia, 5,00-15,00 g/L); e IgM, 0,13 g/L (intervalo de
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referéncia intervalo, 0,80-2,00 g/L). Posteriormente, a mesma amostra foi entdo
submetida para ultrafiltracdo com um Amicon Ultracel 10K (Millipore), centrifugado em
1811 x g por 30 min e entdo medido novamente com 0s 2 analisadores. A reducao
dos niveis de fosfato foi visivelmente para 1,15 mmol/L em o Advia 2400 e menos para
1,09 mmol/L no Vitros 5600. As concentracdes de IgG e proteina total em o ultrafiltrado
também foram medidas. A concentracdo de IgG foi de 0,05 g/L com o instrumento
INTEGRA® 400 Plus (Roche Diagnostics), e a concentracao total de proteina foi de 0
g/L com Advia 2400.

Tabela 7. Investigacdes laboratoriais do paciente apos suspeita de pseudohiperfosfatemia

Parametro/analisador Antes da Depois da
desproteinizacdo desproteinizacdo

Fosfato inorganico, mmol/L

Advia 2400 3.81 1.15
Vitros 5600 1.28 1.09
IgG, g/L

Integra 400 Plus 108.3 <0.05
Proteina total, g/L

Advia 2400 113 0

Fonte: Adaptado de Loh et al., 2010

A discrepancia entre os resultados de fosfato obtidos com o Advia 2400 e Vitros
5600 pode ser visualizada de forma clara neste estudo. A capacidade do instrumento
Vitros 5600 para medir a concentracdo de fosfato sérico em uma amostra com
paraproteinemia, mais proxima de seu estado desproteinizado, pode ser atribuida a
eficacia da tecnologia MicroSlide, de multicamadas em lamina de reacao. A reacao €
integrada e acontece em varias camadas, sendo capaz de filtrar moléculas grandes,
como proteinas, lipidios e hemoglobina. Neste cenario, a propagacdo camadas
pareciam ser eficazes na remocao de IgG, que de outra forma interferiria com o fosfato
medicdo. Ao fim da investigacdo, o eventual diagnostico para o paciente era de

mieloma multiplo, de acordo com a proteina sérica caracterizada na eletroforese:
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Figura 6: Eletroforese de proteinas séricas mostrando a banda M e sua quantificacédo

Total protein = 152 g/L AIG =0.26
Fraction % g/L
Albumin 20.5 31.2
Alpha 1 1.7 2.6
Alpha 2 47 M bimrd 7.1
Beta 3.6 655
Gamma 69.5 105.6

Albumin

/

Peak 1 68.2 103.7

Fonte: Loh et al., 2010
A remocédo de paraproteinas nos casos clinicos relatados foi eficiente com a

utilizacao de filtracdo. Técnicas como precipitacdo e utilizacdo de equipamentos que
utiliza da “quimica seca” para dosagem de fosfato inorganico, também foram efetivas.
Nas analises de quimica clinica 0 método por quimica Umida, o qual utiliza reagentes
e amostra em estado liquido sdo comumente utilizados, no entanto, o0 método por
guimica seca, configura-se como uma moderna ferramenta de andlise quimica. Opta-
se por trabalhar com o reagente dissolvido em solu¢do nos casos de quimica umida,
e reagentes nao dissolvidos, secos, 0 que constitui a quimica seca (GOVERNO DO
ESTADO DO CEARA, 2012). Entretanto, a diluicdo de amostras contendo elevada

concentracdo de imunoglobulinas também foi testada.

No caso clinico relatado por FRANCIS, Elizabeth R. et al:
Pseudohyperphosphatemia in a patient with incidentally identified progression of
smoldering myeloma, € descrito como foi realizada a intervengcdo de remocédo de
paraproteinas, da amostra de um paciente que, inicialmente, apresentava gamopatia

monoclonal de significado indeterminado (GMSI).

O relato traz uma paciente de 62 anos, diagnosticada com GMSI em 2007, que
tinha a proteina IgG-kappa monoclonal na concentragcdo de 13.870 mg/L e infiltrado
de células plasmaticas da medula éssea de 6%. Em maio de 2014, as concentracdes
de paraproteina aumentaram progressivamente, com IgG atingindo 42.810 mg/L e
12% as células plasmaticas da medula 6ssea. Como tal, ela foi diagnosticada como
GMSI com progressao para Mieloma Latente (SMM). Em fevereiro de 2018, ela foi
hospitalizada devido a concentracdes de fésforo sérico elevadas. Testes laboratoriais
no ultimo acompanhamento em novembro de 2017 (3 meses antes da hospitalizac&o)

e no momento da hospitalizacdo estdo mostrados na tabela 8:
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Tabela 8: Dados laboratoriais trés meses antes e no momento da admissao hospitalar

Variavel Intervalo de Resultados do Resultados do
referéncia paciente 3 meses paciente no
antes (20/11/2017) momento da
admisséo
19/02/2018)
Hemoglobina (g/L-g/dL) 117-150 119 112
11,7-15,0
Creatinina (mg/L-mg/dL) 6-10 7,1 5,2
0,6-1
Célcio (mg/L-mg/dL) 84-102 93 88
8,4-10,2 9,3 8,8
Magnésio (mg/L-md/dL) 16-26 21 21
1,6-2,6 2,1 2,1
Potassio (mmol/L) 3,5-5,0 4.0 4.3
Acido arico (mg/L-mg/dL) 27-64 41 43
2,7-6,4 4,1 4,3
Albumina (g/L — g/dL) 35-52 39 35
3,4-5,2 3,9 3,5
LDH (u/L) 135-250 229 157
Fosfato (mg/L — mg/dL) 25-45 60 162
2,5-4,5 6,0 16,2
25-hidroxi vitamina D (pg/L) 30-100 n/a 40
Paratorm&nio (ng/L) 15-65 n/a 35,5
IgG (mg/L — mg/dL) 7000-16.000 36.570 43.220
700-1600 3657 4322
Kappa livre no soro (mg/L — 3.3-19.4 245 869
mg/dL) 0,33-1,94 24,5 86,9
Relacdo kappa/lambda ( 0,26-1,65 79,1 413,7
Fosfato na urina (g/24 h- 0,4-1,3 n/a 0,344
mg/24h) 400-1300 344

Fonte: Adaptado de Francis et al., 2018. (LDH — Lactato desidrogenase).

Antes do ultimo acompanhamento, os resultados de fésforo sérico medidos no
equipamento Ortho Vitros estavam normais (janeiro de 2017 - agosto de 2018). Depois
disso o laboratério mudou o sistema analitico de Ortho Vitros para Roche Cobas, e as
concentracgdes de fosforo sérico foram significativamente elevadas, variando entre 60
e 145 mg/L, respectivamente em novembro de 2017 e fevereiro de 2018 (referéncia

intervalo, 25 - 45 mg/l). Devido ao quadro de hiperfosfatemia extrema, a paciente foi
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internada. ApGs a admisséao, seu kappa/livre de soro a proporcédo lambda aumentou
de 79,10 (valor de trés meses atras) para 413,71 e livre concentracdo de cadeia leve
kappa de 245,2 mg/L a 868,8 mg/L. Entdo, a paciente foi diagnosticada com SMM de

progresséo para MM.

Além disso, seu fosforo sérico foi aumentado para 162 mg/l pelo Roche cobas
ensaio de fosfomolibdato na admisséo (Tabela 7). Diante de variacdes significativas
na medi¢cdo de fosfato, entre duas plataformas de fornecedores distintos, testes
adicionais foram solicitados para descartar interferéncia no método de dosagem de
fosfato. Assim, as concentracdes séricas de fosforo foram medidas por ambos os
métodos Roche cobas e Ortho Vitros. No analisador Cobas, a amostra foi dosada duas
vezes: a primeira sem diluicdo (representada no grafico por “standard”) e a segunda,
com diluigdo, utilizando o fator de diluigdo 5 (1:5) (representada por “1:5 Dilution”). No

equipamento Vitros, a amostra foi dosada sem diluicéo.

Figura 7: Medig&o de fosforo sérico em amostras diretas e diluidas usando os ensaios
Roche cobas e ORTHO VITROS
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Fonte: Fonte: Francis et al., 2018
Os resultados indicaram que o fésforo no soro estava falsamente elevado, e
que era devido a interferéncia que o método utilizado no analisador Cobas, sofria.
Portanto, a intervencao terapéutica para diminuir o fosforo sérico foi interrompida, e a
paciente recebeu alta sem sequelas, seguindo por tratamento de quimioterapia para

MM em regime ambulatorial.

A diluicdo em série empregada para resolucao de paraproteinemia neste relato
de caso, foi efetiva, visto que, os niveis séricos de fosfato reduziram apos diluigéo.
Neste contexto, quando comparada a tecnologia de quimica seca, a diluicdo torna-se

tdo efetiva quanto a tecnologia de filtracAo empregada por Vitros. Apesar dos
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resultados de diluicdo serem promissores na tentativa de eliminacao de paraproteinas,
conforme evidenciado por Francis et al, 2018, Chakraborty et al. (2015), ressalta que,
com a diluicdo do soro, utilizando solugdo salina, é possivel diminuir e até mesmo
eliminar as paraproteinas, no entanto, essa pratica pode ndo reproduzir resultados
precisos e nem exatos, se o analisador pretender quantificar as paraproteinas, uma
vez que ndo ha como prever o comportamento de imunoglobulinas monoclonais nas

diferentes concentragdes promovidas pela diluigéo.

Um estudo de interferéncia de paraproteinemia em um caso de
pseudohiperfosfatemia, conduzido por Rani et al. (2020), elucidou as solucbes
empregadas na tentativa de eliminacdo de paraproteina do soro, uma delas foi a
diluicdo em série da amostra, que nao foi eficaz. No relato de caso, apds ser admitida
no ambulatorio, a paciente de 55 anos com histérico clinico de dor lombar durante 6
meses e fraqueza, realizou uma série de exames, dentre eles o radiolégico, que
evidenciou osteoporose generalizada e laboratoriais que revelaram os seguintes

parametros listados na tabela 9:

Tabela 9: Pardmetros laboratoriais avaliados

Numero | Parametro | Resultado
1 Bilirrubina total 0,7 mg/dL
2 Bilirrubina direta 0,2 mg/dL
3 Bilirrubina indireta 0,5 mg/dL
4 ALT 11,7 U/L
5 AST 18,7 U/L
6 ALP 75,4 U/L
7 Proteina total 9,1 g/dL
8 Albumina 3,2 g/dL
9 Globulina sérica 5,9 g/dL
10 Relacdo A:G 0,5
11 Ureia 48,6 mg/dL
12 Creatinina 1,3 mg/dL
13 Acido drico 8,5 mg/dL
14 Célcio 9,3 mg/dL
15 Fasforo 15,2 mg/dL
16 Sadio 130,9 meg/L
17 Potéssio 5,1 meq/L
18 Cloro 92,4 meg/L
19 Ferritina 166 ng/mL
20 eGRF 47 ml/min/1,7 m?
21 Ensaio de cadeias leves livres Kappa = 21,5 (limitrofe)
no soro Lambda = 3540 (aumento)

Razéo K:A = 0,006 (queda)

Fonte: Adaptado de Rani et al. 2020. (ALT — Alanina aminotransferase; AST — Aspartato
aminotransferase; ALP — Fosfatase alcalina; eGRF — Estimativa da Taxa de Filtracdo Glomerular).
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Os exames bioquimicos evidenciaram elevacdo grave nos niveis de fosforo
sérico 15,2 mg/dL, no entanto, tal elevacdo ndo condizia com a condi¢ao clinica do
paciente, uma vez que causas de hiperfosfatemia, como insuficiéncia renal,
hiperparatireoidismo, sindrome de lise tumoral foram descartadas com base nos
achados clinicos. Outra forte evidéncia de que ndo havia causas concretas de
hiperfosfatemia, foi a de que os niveis séricos de calcio ndo estavam baixos, como
seria de esperar com o0s niveis de fosfato sérico observados em caso de
hipoparatireoidismo. Além disso, a funcdo renal estava preservada. A proteina de

Bence-Jones estava ausente na urina.

Foi realizada uma bidpsia de medula éssea, que revelou discrasia de células
plasmaticas, também foi solicitada a eletroforese de proteinas séricas, que revelou
presenca de uma banda anormal, nitida e discreta em regido da beta-globulina com
subsequente imunofixacao, revelando gamopatia monoclonal do tipo IgA com cadeia
pesada lambda. A quantificacdo de IgA nao foi feita. Nao foi evidenciado na amostra
a presenca de hemdlise, ictericia ou lipemia. Todo esse quadro clinico fez com que a
equipe médica interpretasse a situacdo como pseudohiperfosfatmia, devido a
interferéncia da paraproteina. Por isso, tentou-se retirar a paraproteina do soro a fim

de, posteriormente, quantificar o fésforo inorganico.

Inicialmente a amostra foi processada no analisador automético AU 680 de
Beckman Coulter, revelando os resultados alterados para fésforo inorganico. Apos
diluicdes em série da mesma amostra, a dosagem de fosforo foi executada no mesmo
equipamento, mas os resultados ndo apresentaram linearidade e reprodutibilidade,

conforme pode-se visualizar na tabela 10:

Tabela 10: Diluicdo em série do fésforo sérico dosado no analisador AU 680 Beckman Coulter.

Diluicao Valor esperado Valor obtido
(mg/dL) (mg/dL)
Direta 16 16
2 8 4,66
4 4 1,70
8 2 0,58
16 1 0,30

Fonte: Adaptado de Rani et al. 2020.
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Em seguida, a mesma amostra foi testada para fésforo inorganico em outro
laboratorio, no analisador de multicamadas (Vitros 250, Ortho Clinical Diagnostics,
USA), baseado em tecnologia de filme. Apds, o resultado para fésforo inorganico foi
de 6,9 mg/dL. A recuperacao obtida para o fosfato neste analisador foi excelente,

descartando assim qualquer possivel interferéncia.

A tecnologia MicroSlide VITROS® proporciona um ambiente reacional
completo e integrado presente em um fino filme. As camadas que ficam entre um Unico
filme fino, que se assemelha em tamanho a um selo postal, possuem funcionalidades
diferentes, mas que agem de forma integrada: camadas de espalhamento e filtracédo
da amostra, de reagente seco e limpeza. A tecnologia permite que a reacdo quimica
ocorra em dominios separados, contribuindo para melhor qualidade do desempenho
do sistema, resultados seguros, interferéncias de substancias reduzida, dentre outras

melhorias.

Pode-se inferir, apos a discussao do estudo conduzido por Rani et al. (2020),
gue as imunoglobulinas de origem monoclonal se comportam de maneiras diferentes
apos diluicdo em série, visto que os resultados de fosforo sérico apos diluicdes do
soro, nao foram precisos. Esse achado vai de encontro com o disposto pelo autor
Chakraborty et al. (2015), de que as diluicbes em série ndo fornecem resultados
reprodutiveis uma vez que, em diferentes concentracdes, as imunoglobulinas podem
reduzir e até mesmo serem eliminadas. Em suma, a abordagem de utilizar diluicdo em
série na tentativa de eliminacdo de paraproteinas, pode ser utilizada, no entanto, essa
técnica precisa ser mais praticada e estuda, verificando assim, o comportamento das
imunoglobulinas em diferentes concentracdes do soro, sendo possivel prever qual
seria o impacto dessas diferentes concentracfes na dosagem verdadeira de fosforo

sérico.

59



7. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ser um tema especifico e pouco comum, com a utilizacdo das
combinacdes de descritores, foi possivel encontrar obras que trouxessem uma
discussédo satisfatoria referente aos questionamentos desta monografia. Nesse
sentido, os artigos selecionados e estudados trouxeram explicacfes plausiveis para
compreensao do mecanismo interferente, que paraproteinas de origem monoclonal,
ocasionam principalmente, no método colorimétrico, muito utilizado para dosagem de
fésforo inorganico. Entretanto, as explicacdes foram breves e pouco detalhadas, de
acordo com o que foi possivel de se encontrar nas obras selecionadas. As formas de
eliminacdo ou reducdo de paraproteinas no soro, descritas nas diferentes obras
analisadas, no entanto, foram satisfatorias no que diz respeito ao entendimento e
conhecimento, das formas j& testadas e que foram eficazes no procedimento de

desproteinizacao.

O equipamento Vitros® da Ortho Clinical Diagnostics, pode ser bastante eficaz
na remocao de paraproteinas do soro. Todas as etapas da reacdo ocorrem em
diferentes dominios de um pequeno filme fino, o que permite que as proteinas fiquem
retidas nas primeiras camadas, impossibilitando que ocasionem interferéncia na
dosagem de fosforo inorganico. Além disso, as reacbes quimicas ocorrem na
presenca de reagentes secos, ndo sendo necessaria a preparacao ou desperdicio de
reagentes. Apesar de ser uma forma eficiente, configura-se como a menos rentavel,
a curto prazo, considerando os outros métodos estudados. Uma forma mais acessivel
seria a utilizacdo de precipitacdo das paraproteinas utilizando polietilenoglicol (PEG)
6000, visto que é um polimero de facil aquisi¢do e que de acordo estudos, € eficaz na
eliminacéo de paraproteinas. O filtro Amicon Ultra da Merck Milipore é constituido por
uma membrana de celulose regenerada, promove alta recuperacdo de moléculas >
90% e ultrafiltracdo. Pode ser utilizado na concentracdo de antigenos, anticorpos,
enzimas e microrganismos, também purificacdo de substancias encontradas em
culturas ou lisados celulares. Sua versatilidade e capacidade de filtragdo, configura-
se como uma boa op¢ao na concentracdo de paraproteinas, deixando o soro livre de

interferentes.

No decorrer da busca pela literatura, ndo foi possivel encontrar obras no idioma

portugués, em nenhuma das bases de dados utilizadas, o que mostra que o Brasil,
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apesar de ter normas direcionadas para diagnostico e tratamento de Mieloma Multiplo
e outras gamopatias monoclonais, ndo promove ou, promove poucos estudos
relacionados a interferentes associados as gamopatias monoclonais em amostras
biolégicas. Nesse sentido, a presente monografia sustenta a ideia de que mais
estudos nessa area devem ser desenvolvidos e conduzidos, visto que, a deteccao de
interferéncia por paraproteinas pode ajudar no diagndstico precoce de gamopatias
monoclonais que podem se tornar doencas malignas como o Mieloma Mdultiplo. Além
disso, o uso de aglutinantes de fosfato sérico nos casos de pseudohiperfosfatemia
associada as GM, deve ser imediatamente descontinuado, uma vez que, o fosfato, na

maioria das vezes, nao esta verdadeiramente elevado.

Diante do exposto nesta revisdo, a importancia da construcdo de um
fluxograma que sinalize como proceder em casos de interferéncias ocasionadas por
paraproteinas, torna-se evidente. Este fluxograma constituiria uma importante
ferramenta que contribuiria para auxiliar técnicos e analistas dos laboratérios de
analises clinicas, em como eliminar as paraproteinas do soro, desde as formas mais

simples e rentéveis até as formas mais robustas.

Em suma, o tema sobre a deteccdo precoce de gamopatias monoclonais,
configura-se como uma importante atualiza¢éo aos profissionais de laboratorios, o que
contribuiu para evitar a liberacdo de laudos diagnosticos enviesados, promovendo

maior seguranca a vida do paciente.
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