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Resumo

As discrasias de plasmdcitos constituem um grupo de desordens malignas e pré-malignas
caracterizadas pela producao de proteinas monoclonais, chamadas M-Proteina. A sua
concentracao pode variar de algumas mg/L de cadeias leves livres (CLL) no soro a g/L de
imunoglobulinas monoclonais completas.

0 doseamento de CLL em circulagao é essencial no diagndstico, progndstico e avaliacao da
resposta aos tratamentos.

O desenvolvimento de novos métodos de quantificacao de CLL tornou-se especialmente
interessante porque representa o marcador tumoral de eleicao diretamente relacionado com a
fisiopatologia da doenca.

O primeiro método de doseamento foi desenvolvido em 2001 e caracterizou-se por um ensaio
baseado em nefelometria ou turbidimetria usando anticorpos policlonais. Posteriormente surgiu
um novo método utilizando anticorpos monoclonais e com ele a necessidade de comparar os dois
métodos, as suas limitacoes e utilidades no diagndstico laboratorial.

A analise de dados mostra que o Atellica NEPH 630 obtém resultados mais concordantes para
CLL Kappa (comparado com o método de referéncia) enquanto para CLL Lambda o equipamento

DxC 700 AU obtém maior concordancia.

Palavras-chave: Imunoglobulinas; Cadeias leves livres; Nefelometria; Turbidimetria; Anticorpos.



Abstract

Plasma cell dyscrasias consist in a group of malignant and pre-malignant disorders characterized
by the production of monoclonal proteins called M-Protein whose concentration may vary from
afew mg/L of free light chains (FLC) to g/L of complete monoclonal immunoglobulins in serum.
The measurement of circulating FLC is essential for diagnostic, prognostic and evaluation of
treatment response.

The development of new quantification methods of FLC has become specially interesting
because FLCrepresents the tumor marker of choice directly connected with the physiopathology.
A nephelometric or turbidimetric method was first developed in 2001 using polyclonal antibodies,
and it has been widely used. Later on, new methods using monoclonal antibodies came to light
and with it the need to compare its limitations and utilities in the laboratory diagnosis.

After analysing the data of CLL dosing, it appears that Atellica NEPH 630 has more consistent
results in the dosage of CLL Kappa and DxC 700 AUin the dosage of CLL Lambda.

Keywords: Immunoglobulins; Free light chains; Nephelometry; Turbidimetry; Antibodies.
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Organizacao do Relatdrio

O presente relatdrio aborda o estagio curricular realizado no ambito do Mestrado de Bioquimica
em Saude, ramo da Bioquimica Aplicada e o estudo de caso “Abordagem Laboratorial no
diagndstico e follow-up de gamapatias monoclonais: uma comparacao de métodos” no Centro
Hospitalar Tamega e Sousa, no Hospital Padre Américo.

Capitulo I, contextualizacao e objetivos do estdgio e metodologias desenvolvidas no laboratdrio.
Capitulo I, estudo de caso com contextualizacao do tema, metodologias, resultados e a sua

andlise estatistica, discussao e conclusao.



1. Capitulo I: Estagio

1.1. Instituicao

Oficialmente criado em 2007, o Centro Hospitalar do Tamega e Sousa (CHTS) conta com duas
unidades hospitalares. A Unidade Padre Américo localizada na cidade de Penafiel que constitui a
sede do Centro Hospitalar e a Unidade de Sao Goncalo, localizada em Amarante.

Responsavel pela prestacao de cuidados de salide a uma populacao superior a 500 mil
habitantes distribuidos pelos doze municipios da zona envolvente, este torna-se um dos
hospitais a nivel nacional cujo crescimento é primordial. A necessidade intrinseca de prestacao
de cuidados cada vez mais especializados a populacao conduz a constante avaliacao e
implementacao de técnicas de diagndstico que permitam aos clinicos uma avaliagao rapida e um

complemento ao diagndstico precoce.

1.2. Laboratdrio de Imunologia

O laboratdrio de Imunologia constitui um dos elementos essenciais na avaliacao e
acompanhamento de doentes provenientes, maioritariamente, da consulta. O sistema imunitario
de cada individuo é constituido por células e tecidos especializados no combate a elementos
estranhos que possam tornar-se uma ameaca ao bom funcionamento do organismo.

Com a constante ameaca externa a homeostasia torna-se um processo muito complexo e a
desregulacao de algum destes processos pode levar a hipersensibilidade e doencas de foro
alérgico ou autoimune.

No presente laboratdrio sao realizadas variadas técnicas que permitam o diagndstico de doencas
que surjam devido a uma insuficiente, exacerbada ou inadaptada resposta imunitdria.

Como consequéncia do crescente nimero de analises enviadas para o exterior de Cadeias Leves
Livres (CLL) tornou-se uma preocupacao para o Laboratdrio a implementacao da técnica de
doseamento destes componentes para além de uma reducao de custos e um melhoramento da

resposta ao clinico no diagndstico de Mieloma Mdiltiplo.
1.3. Metodologias de diagnéstico

No presente estudo serao utilizados dois métodos de diagndstico, a turbidimetria e a

nefelometria aplicadas a imunologia utilizando anticorpos monoclonais e policlonais.



Estes sao os métodos mais utilizados, sendo a nefelometria o método de diagndstico preferencial
devido a maior capacidade de subtracao ao resultado de possiveis interferéncias como lipemia e
hemdlise.

Estes métodos baseiam-se na formacao de complexos insollveis antigénio-anticorpo que
precipitam e dispersam radiacao quando um feixe de luz intensa incide na amostra. O
nefelémetro mede a intensidade da luz dispersa através de um fotodetetor colocado a 90°em
relacao a luz incidente enquanto a turbidimentria baseia-se nos mesmos parametros, no entanto

mede a absorvancia através da luz transmitida através da amostra. (1)

Detetor a 180°
TURBIDIMETRIA

' Lente
Cuvete com amostra

Fonte de luz

Detetor a 90°
NEFELOMETRIA

Figura 1llustracdo comparativa dos métodos turbidimetria e nefelometria

2. Capitulo lI: Estudo de Caso
2.1. Contextualizacao

As discrasias de plasmacitos consistem num grupo de desordens pré-malignas e malignas
caracterizadas pela producao de proteinas monoclonais chamadas de M-proteinas, das quais faz
parte o Mieloma Muiltiplo (MM). (2)

Presentes na medula 6ssea estao um grupo de células essenciais na manutencao da imunidade
humoral, os chamados plasmdcitos. Os plasmdcitos sao células B maduras produtoras de
anticorpos cuja proliferacao monoclonal resulta em uma producao de anticorpos monoclonais e
consequentes danos. (3)

Estadesordem é precedida por uma gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS)

gue constitui um estado assintomdtico de pré-malignidade (4) caracterizado por uma producgao



de M-Proteina abaixo dos 15g/dL ou por um Mieloma Mudiltiplo Indolente (SM), sem
manifestacdes clinicas, mas com altos niveis de anticorpos. (3)

Clinicamente, a acumulacdo de anticorpos monoclonais pode conduzir a comorbilidades como
danos na medula éssea ou danos renais, desregulagao de niveis de calcio compressao da medula
espinal, entre outros. (5)

Cada anticorpo, emformade Y, é formado por quatro cadeias polipeptidicas, duas pesadas e duas
leves. Baseadas nas diferencas da cadeia pesada que é formada surgiram cinco classes de
anticorpos IgA, IgM, IgG, IgE, IgD e durante a sua producao um excesso de cadeias leves kappa
(x) e Lambda () é produzido e libertado na corrente sanguinea como CLL.(6) Estes tipos de
cadeias leves diferem entre si na sequéncia das suas regioes contantes e a presenca como CLL
no soro estd presente em uma proporcao de 0,26 para 1,65 (Kappa-Lambda) (7). Embora a
producao de Kappa seja sensivelmente o dobro da producao de Lambda, devido a forma
monomérica de Kappa a suafiltracao glomerular é mais rapida que CLL Lambda.(6) Em pacientes
com gamapatias monoclonais produtoras de CLL Lambda a razao estd diminuida e em pacientes

com gamapatias monoclonais produtoras Kappa a razao estd aumentada. (7)
2.2. Epidemiologia

Com uma taxa de incidéncia de cerca de 7/100 000, Mieloma Mdiltiplo tornou-se a 142 causa
neopldsica mais comum no mundo. (3)

Consideradauma doencarelacionada com aidade, amédia de diagndstico é 74 anos em mulheres
e 71 anos em homens, colocando o diagndstico abaixo dos 45 anos de idade em 2% dos
diagndsticos reportados. (8)

Em 2018, o numero de casos de MM estimado chegou aos 160 000 casos, com 70 000 desses
do sexo feminino e 90 000 masculino. Esta taxa torna a doenca 1.5x mais provavel em homens

que em mulheres. (3)
2.3. Etiologia

A etiologia do MM é ainda fracamente conhecida, mas alguns fatores de risco incluem idade,
género, raca, estilo de vida e mutagdes genéticas.

Na auséncia de outros fatores de risco, a maior percentagem de mortes em pessoas acima de 65
anos pode estar relacionada com a acumulagao de mutacgoes resultantes das ultimas décadas da

suavida.



As diferencas relacionadas com o género podem estar associadas com comportamentos de
satide de risco como consumo de alcool e tabagismo. A etnicidade é também relacionada com o
MM, sendo os afro americanos com maior risco de desenvolver esta condicao. (3)

Anomalias cromossdmicas envolvendo troca na regiao da cadeia pesada da imunoglobulina
foram identificadas. Esta regiao, localizada no braco longo do cromossoma 14, aumenta o risco,
mas a sua existéncia, apenas, nao parece ser suficiente para o desenvolvimento da doenca. (5) A
presenca das mutacdes t(14;20), t(14;16), gain(ig) e del(17p) refletem um risco maior de
desenvolvimento da doenca. A presenca da mutacao t(4;14), encontrada em 15% dos pacientes,
leva auma desregulacao da expressao do fator de crescimento de fibroblastos resultando emum

quadro de pior progndstico. (9)
2.4. Diagnadstico

Para o diagndstico de MM é necessario que o exame a medula dssea apresente 10% ou mais de
plasmdcitos em associacao com os chamados eventos caracteristicos de MM incluidos nas
caracteristicas CRAB.(10)

A sigla CRAB inclui evidéncias de danos em drgaos relacionadas com a proliferacao excessiva,
como hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e lesao 6ssea.(9)

Quando suspeito, é necessario procurar componentes monoclonais secretados pela neoplasia
através de andlise ao sangue e a urina. Varios métodos sao utilizados para caracterizacao da
doenca como quantificacao de imunoglobulinas, normalmente IgA, IgM, e 1gG, caracterizacao do
tipo de cadeias leves e pesadas por imunofixacao e a quantificacao de cadeias leves livres no
soro. Além disso, é necessdria a realizacao de hemograma para avaliagcao de anemia,
doseamento de creatinina e niveis de cdlcio para avaliacao de insuficiéncia renal e possivel
hipercalcemia. (11)

Lesoes 6sseas podem ser diagnosticadas através de radiografias, tomografias computorizadas
ou tomografias por emissao de positrées.(12)

Progndstico

O International Staging System (ISS), sistema responsavel pela classificacdo do estadio da
doenca e consequente avaliacao de progndstico, classifica os casos em trés grupos: estadio | —
Beta 2 Microglobulina (B2M) abaixo de 3.5 mg/L e albumina superior a 3.5 mg/dL, estadio Ill - B,
stage Ill-B2M acimade 5.5mg/L e estadio Il para todos os intermédios. O ISS revisto acrescenta

os niveis de lactato desidrogenase (LDH) como informacao para progndstico.(3)



2.5. Tratamento

A cura para o Mieloma Muiltiplo nao foi ainda descoberta e o tratamento vai depender de varios
fatores como as comorbidades.

H4 vdrias drogas que mostram eficacia no tratamento, as maiores classes incluem os
corticosteroides (dexametasona, prednisona), agentes alquilantes (ciclofosfamida, melfalano),
drogas imunomodulatdrias (talidomida, lenalidomida, pomalidomida) e inibidores de
proteossoma (bortezomibe, carfilzomibe, ixazomibe). Também anticorpos monoclonais com
CD38 como alvo desempenham um papel importante no tratamento, como isatuximab e
daratumumab.(13)

No caso de nefropatia, para reducao da concentracao de paraproteinas é considerada a
plasmaferese para pacientes que tenham sindrome de hiperviscosidade o que nao invalida a
necessidade de hemodidlise.(3)

A transplantacao autdloga como opcao de tratamento depende da condicdo geral do paciente (5)
e com o avanco da terapia tem vindo a diminuir.

O desenvolvimento constante de novas abordagens imunoterapéuticas incluem anticorpos
biespecificos que envolvem a modelacao de uma resposta imunitdria direta ligando-se,
simultaneamente, a células T e a um epitopo alvo.(14) Os marcadores clinicos que tém sido alvo
de estudos desempenharao um papel importante no futuro para ultrapassar o pobre progndstico

caracteristico da doenca, contribuindo para um diagngstico mais precoce. (15)

3. Relevancia do estudo

O doseamento de CLL é importante no diagndstico e monitorizacao da terapia de utentes com
Gamapatias Monoclonais. Com um nimero crescente de casos, torna-se pertinente disponibilizar
um método de diagndstico especifico e sensivel que esteja ao alcance da populacao dos 12
municipios circundantes ao CHTS. Para a implementacao do teste é necessdria a comparagao
dos dois métodos sugeridos e avaliacao perante resultados obtidos no centro de diagndstico
atual. O objetivo de uma comparacao de métodos é estimar qual a diferenca entre os dois
métodos, seja ela constante ou proporcional de modo a verificar se ha diferencas significativas
na precisao relativa usando amostras de pacientes.(16)

Portanto, o presente estudo remete-se sobre a questao “O método em estudo é concordante com

o método utilizado atualmente?”



4. Material e Métodos

O presente estudo contempla um total de 102 amostras de soro de pacientes, obtidas por
venopuncao, sujeitos a analises de rotina de doseamento de cadeias leves livres no servigo de
Patologia Clinica do Centro Hospitalar Tamega e Sousa.

Apds colheita da amostra, realizada por Técnicos de Analises Clinicas e Satide Publica (TSDT),
esta seguiu a rotina laboratorial, com uma centrifugacao a 3500rpm durante 10 minutos. O soro
obtido foi separado em 2 aliquotas. Uma congelada a -20°C e enviada no dia (til seguinte para
andlise no hospital de referéncia (para doseamento de CLL) e outra congelada a -20°C que foi
posteriormente utilizada para analise no Laboratdrio de Patologia Clinica do CHTS por métodos

distintos.

Soro obtido apds

centrifugacao

Aliquotal Aliquota 2

HT HUP
AtellicaNEPHE30 OO eHY

DxC 700 AU BN II

Figura 2 Fluxograma pré-analitico.

O doseamento foi realizado utilizando reagentes Diazyme com anticorpos policlonais no
equipamento de andlise quimica DxC 700 AU (Beckam Coulter Diagnostics, Califérnia) e
reagentes utilizando anticorpos monoclonais no Atellica NEPH 630 (Siemens Healthineers,

Alemanha).



4.1. Andlise Estatistica

Um teste usado para comparacao de resultados obtidos por dois métodos é o coeficiente de
correlagao de Pearsons. Quando o mesmo analito é medido usando diferentes métodos espera-
se que o coeficiente de correlacdo seja muito alto. No entanto, embora este teste descreva a
relacao linear entre os dois pontos, nao mede a sua concordancia. Tal facto, conduziu ao
desenvolvimento de métodos de analise desenvolvidos especificamente para comparacao de
métodos como Regressao de Passing e Bablok, histograma em montanha e graficos de Bland e
Altman. (16)

No presente estudo de caso analisar-se-ao os resultados segundo os métodos acima descritos.

5. Resultados e discussao
5.1. Resultados CLL tipo Kappa

A andlise entre cada um dos resultados dos dois métodos com o resultado do método de
referéncia é iniciada com a realizacao de um grafico de dispersao.

O grafico de dispersao com uma linha hipotética de correlacao perfeita, R%=1, permite analisar a
equivaléncia dos pontos avaliando a sua proximidade a linha. Quanto mais préximos da reta mais
equivalentes os resultados sao.

Foirealizado um grafico de dispersao, comparando os valores do doseamento de CLL tipo Kappa
obtidos de cada individuo no equipamento DxC 700 AU e no equipamento de referéncia deste
estudo BN Il e entre os valores obtidos no equipamento Atellica NEPH 630 e o equipamento BN

ll(Figura3e4).
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Figura 3 Grdfico de correlagao linear com valor de R2 para comparacao de CLL Kappa entre os equipamentos BN Il e DxC 700
AU.
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Figura 4 Gréfico de correlagdo linear com valor de R2 para comparacao de CLL Kappa entre os equipamentos BN Il e Atellica
NEPH 630.

No entanto a utilizacao apenas do coeficiente de correlacao nao permite avaliar a real
concordancia entre os valores.

0 valor de R traduz a relacao entre os valores, ou seja, analisa se a associacao entre os valores é
boa nao olhando a proximidade dos valores apresentados. Analisando a Figura 4, os valores
obtidos no equipamento Atellica NEPH 630 apresentam uma correlagcao boa com o equipamento
BNII.

Utilizou-se posteriormente o método de regressao de Passing e Bablok para comecar a avaliar a
concordancia dos resultados obtidos.

Este método defende que a regressao nao € influenciada pela presenca de um ou mais valores
discrepantes, assumindo que os erros de medicao obtidos em ambos os métodos tenham a
mesma distribuicdo, ndo necessariamente normal (16) e, portanto, o tratamento de dados com

exclusao desses resultados nao foi necessdria. A quantidade de resultados discrepantes sera



analisada posteriormente em um dos pontos da andlise por Passing e Bablok, o chamado gréfico

residual.

Este método de regressao consiste na andlise do diagrama de dispersao contendo a reta de

regressao, grafico residual e valor do teste de Cusum para aferir a linearidade.

BN Il

70 -

60 -

50

40

=-0,570 + 0,942 x
n =102

20 30 40 50 60 70
DxC 700 AU

Figura 5 Gréfico de regressao Passing e Bablok com equacdo de reta de regressdo para comparagdo de CLL Kappa entre 0s
equipamentos BN Il e DxC 700 AU. Linha x=y a laranja, linha de regressao representada a azul e os limites de confianca por duas
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linhas a vermelho tracejado.
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Figura 6 Gréfico residual com representagao de outlier destacado em um quadrado laranja para o equipamento DxC 700 AU.

Para o equipamento DxC 700 AU pode-se concluir que o erro sistematico do equipamento,

analisado perante este método € de -0,570 e que o valor do declive se apresenta como 0,942.

Quando avaliado o grafico residual obtido verifica-se que apenas se inclui um resultado

considerado como outlier, significando que ultrapassa os 4SD calculados neste método e que

para valores até 40mg/dL os resultados tém uma relacao bastante linear.
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Figura 7 Grafico de regressao Passing e Bablok com equacdo de reta de regressao para comparacdo de CLL Kappa entre os
equipamentos BN Il e Atellica NEPH 630. Linha x=y a laranja, linha de regressao representada a azul e os limites de confianca
por duas linhas a vermelho tracejado.
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Figura 8 Grdfico residual com representacao de outlier destacado em um quadrado laranja para o equipamento Atellica NEPH
630.

Para o equipamento Atellica NEPH 630 verifica-se um erro sistematico de -0,518 e um declive
de 1,194. Quanto aos resultados apresentados no grafico residual verifica-se uma maior
dispersao ao longo do eixo 0, no entanto, comparando a escala apresentada no grafico (-6 a 8)

essa dispersao apresenta um comportamento mais uniforme em relacao a Figura 6.
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Recorreu-se a andlise estatistica também por um grafico de Bland-Altman. Este método utiliza o
valor da média dos dois métodos em cada paciente no eixo do X e relaciona com a diferenca entre
os valores dos dois métodos em cada paciente no eixo Y.

Um grdfico de Bland-Altman que relaciona dois métodos de diagndstico perfeitamente
concordantes apresentatodos os valores no eixo do Y no valor de O independentemente do valor
do eixo do X. Ou seja, a diferenca entre 0 método A comparado com o método B seria de zero,

obtendo resultados iguais para valores baixos ou para valores altos (representados no eixo X).
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Figura 9 Gréfico de Bland-Altman para comparacdo de CLL Kappa entre os equipamentos BN Il e DxC 700 AU. Linha de
identidade a laranja (y=0), linha de viés (diferenca média entre os métodos) representada a azul e os limites de confianga por
duas linhas a vermelho tracejado.
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Figura 10 Grdfico de Bland-Altman para comparagdo de CLL Kappa entre os equipamentos BN Il e Atellica NEPH 630. Linha de
identidade a laranja (y=0), linha de viés (diferenca média entre 0s métodos) representada a azul e limites de confianga por duas
linhas a vermelho tracejado.

1"



Pela andlise dos graficos obtidos pelo MedCalc podemos afirmar que ambos os equipamentos
sofrem maior variacao nos seus doseamentos (aumento da diferenca entre os dois valores
representada no eixo y) a medida que a concentracao aumenta. A distribuicao uniforme de pontos
entre os limites de confianca indica que o viés poderia ser usado como valor de erro sistematico.
Embora hajamais valores que ultrapassem esses limites no grafico de Bland-Altman relativos ao
equipamento Atellica NEPH 630, a sua disposicao é mais uniforme e o valor do Desvio Padrao

calculado bastante menor o que pode indicar que este equipamento é mais preciso em relacao ao
DxC 700 AU, para o doseamento de CLL tipo Kappa.

—_ DxC 700 AU
[=-1  Atellica NEPH 630

40

30 |-

Percentil
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Figura 11 Histogramas em drvore comparativos para equipamentos DxC 700 AU (linha azul) e Atellica NEPH 630 (linha verde).
Os pontos foram retirados para melhor visualizagdo das linhas.

O Grafico de montanha permite uma analise complementar ao grafico de Bland-Altman dando
informacoes sobre a distribuicao das diferencas entre os dois métodos. Métodos centrados em
zero dizem-se imparciais um em relacao ao outro, enquanto longas caudas refletem diferencas
entre os métodos apresentados.

Como verificado na Figura 11, o equipamento Atellica NEPH 630 apresenta-se mais centrado em

zero, enquanto o equipamento DxC 700 AU apresenta uma cauda no inicio do histograma.
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Tabela 1 Dados obtidos nos métodos de comparacgao para doseamento de CLL Kappa

DxC700AU-BNII

Atellica NEPH 630 - BNII

Coeficiente de

R? 0,7003 0,8295
Correlacao

Intercepcao A -0,5701 -0,5181
95% de Cl de-0,9057a-0,2279 de-0,7820a-0,2793

Descida B 0,9421 11940

Passing e Bablok
95% de Cl de 0,8498 21,0494 de1,1128 21,2889
Desvio Padrdo Residual (RSD) 28232 1,6943
Intervalo de + 1.96 RSD 55335a5,5335 de-3,3209

Teste Cusum para a linearidade

Sem desvio significativo da
linearidade (P=0,39)

Sem desvio significativo
da linearidade (P=0,54)

Bland - Altman

Intervalo de + 1.96 RSD -7,0752 a 8,8959 -5,8062a4,5542
Amplitude 15,9711 10,3604
Média Aritmética 0,9104 -0,6260

A anadlise da reta obtida no grdfico de Passing Bablok permite avaliar a diferenca dos erros
sistematicos entre os dois equipamentos, avaliando o valor da intercecao A. Quando no intervalo
de confianca relativas a essas diferencas sistematicas A contém o valor de O entao pode-se
concluir que os equipamentos nao diferem entre si.

Também analisando o valor de B consegue-se avaliar a diferenca das propor¢oes entre os dois
métodos, sendo que se o intervalo de confianca contém 1 entao os equipamentos nao tém
diferencas proporcionais.

Quando analisado os valores do intervalo de confianca para as diferencas proporcionais, em
ambos, o intervalo de confianca contém o valor de 1, significando que nao se prevéem diferencas
proporcionais entre o equipamento Atellica NEPH 630 e BN Il.

Pode concluir-se que o coeficiente de correlagcao obtido no primeiro grdfico de dispersao é melhor
para o equipamento Atellica NEPH 630. Este apresenta um desvio padrao menor em ambos o0s

métodos estatisticos e, portanto, intervalos de confianca de 95% mais apertados.
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5.2. Resultados CLL tipo Lambda
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Figura 12 Grdfico de correlagao linear com valor de R? para comparagao de CLL Lambda entre os equipamentos BN Il e DxC 700
AU.
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Figura 13 Grdfico de correlago linear com valor de R? para comparacdo de CLL Lambda entre os equipamentos BN Il e Atellica
NEPH 630.

Analisando as Figuras 12 e 13 referentes aos valores obtidos nos doseamentos de CLL tipo
Lambda verifica-se valores mais baixos de R® para ambos os equipamentos o que sugere que
estes resultados nao apresentam resultados tao lineares em comparacao ao doseamento de CLL

tipo kappa.
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Figura 14 Gréfico de regressao Passing e Bablok com equacdo de reta de regressao para comparagao de CLL Lambda entre 0s
equipamentos BN Il e DxC 700 AU. Linha x=y a laranja, linha de regressao representada a azul e os limites de confianca por duas
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Figura 15 Gréfico residual com representagao de 2 outliers destacados em um quadrado laranja para o equipamento DxC 700

AU.

Conclui-se que o erro sistematico para o equipamento DxC 700 AU perante o método de Passing

e Bablok é de-0,0159 e que o valor do declive se apresenta como 1,116. Quando avaliado o gréfico

residual obtido verifica-se a existéncia de 2 outliers e que este apresenta uma relacdo bastante

linear até valores de sensivelmente 80mg/dL.
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Figura 16 Grdafico de regressao Passing e Bablok com equagdo de reta de regressao para comparacao de CLL Lambda entre 0s
equipamentos BN Il e Atellica NEPH 630. Linha x=y a laranja, linha de regressao representada a azul e os limites de confianca
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Figura 17 Grafico residual com representacao de outlier destacado em um quadrado laranja para o equipamento Atellica NEPH

630.

Avaliando os gréficos obtidos para o equipamento Atellica NEPH 630 o valor do declive (0,771)

obtido naretaderegressao sugere que hajadiferencas proporcionais entre os métodos, o mesmo

verifica-se pelaanalise do gréfico residual (Figura17) que mostra uma maior dispersao de pontos.
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Figura 18 Gréfico de Bland-Altman para comparacdo de CLL Lambda entre os equipamentos BN Il e DxC NEPH 630. Linha de
identidade a laranja (y=0), linha de viés (diferenca média entre os métodos) representada a azul e os limites de confianga por

duas linhas a vermelho tracejado.

Avaliando as diferencas de valores nos graficos de Bland-Altman, o equipamento DxC 700 AU

apresenta uma menor diferenca entre a maioria dos valores (Figura 18), mais préximos da linha

y=0, emrelacao aos valores de diferencas calculadas que se apresentam mais dispersos da linha

y=0 em relacdo aos apresentados na Figura 19.
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Figura 19 Gréfico de Bland-Altman para comparacao de CLL Lambda entre os equipamentos BN Il e Atellica NEPH 630. Linha de
identidade a laranja (y=0), linha de viés (diferenca média entre os métodos) representada a azul e os limites de confianga por

duas linhas a vermelho tracejado.
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Do mesmo modo, avaliando o histograma abaixo verifica-se que a amplitude referente a

marcacao do equipamento Atellica NEPH 630 é maior sugerindo uma maior diferenca para com

o0 método de referéncia.
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Figura 20 Histograma em drvore comparativos para equipamentos DxC 700 AU (linha azul) e Atellica NEPH 630 (linha verde).
Os pontos foram retirados para melhor visualizagdo das linhas.

Tabela 2 Dados obtidos nos métodos de comparagao para doseamento de CLL Lambda.

DxC700AU-BNII

Atellica NEPH 630 - BNII

Coeficiente de

R? 0,3882 0,4547
Correlacao
Intercepcao A -0,01594 0,2751
95% de Cl de-0,3550a0,2286 de-0,3982a0,5919
Descida B 11159 0,7710
Passing e Bablok
95% de Cl de1,03284a1,2400 de 0,6605a0,9324
Desvio Padrao Residual (RSD) 3,9253 43887
Intervalo de + 1.96 RSD -7,6937a7,6937 -8,6019a8,6019

Teste Cusum para a linearidade

Sem desvio significativo da

linearidade (P=0,86)

Sem desvio significativo

da linearidade (P=0,89)

Bland - Altman

Intervalo de +1.96 RSD -12,3118 a10,5361 -10,4884 a 11,9123
Amplitude 22,8479 22,4007
Média Aritmética -0,8878 0,7120
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Perante os resultados aufere-se que o equipamento DxC 700 AU apresenta um valor de erro
sistematico mais baixo em relacao ao Atellica, sendo este de -0,01594. Também na Figura 18 se
verifica que o viés calculado é de -0,9 (valor exato de 0,08878) e, portanto, este equipamento
tem tendéncia a dosear abaixo de BN I, no entanto, com uma diferen¢a diminuida com 95% de

confianca.
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6. Conclusao

O doseamento de CLL estd padronizado para diagndstico, monitorizacao e progndstico de
doentes com MM, estando padronizado como método de referéncia a utilizacao de equipamentos
automaticos de nefelometria.

O presente estudo contempla um universo de 102 amostras analisadas em 3 equipamentos:
Atellica Neph 630 (Siemens Healthineers, Alemanha), DxC 700 AU (Beckam Coulter Diagnostics,
Califérnia) e BN Il (Siemens Healthineers, Alemanha). Estes utilizam os seguintes reagentes: N
Latex com anticorpos monoclonais, reagente Diazyme com anticorpos policlonais e Binding Site
com anticorpos policlonais, respetivamente.

A aprovacao de anticorpos monoclonais pela FDA para diagndstico e monitorizacao de doentes
com gamapatias monoclonais pode ser um escape a problemas causados pela detecao de CLL
utilizando anticorpos policlonais e turbidimetria. Isto devido a incorreta classificacao como CLL
em doencas capazes de provocar estimulacao de linfécitos B como doencas autoimunes e
infecoes cronicas.

Face aos resultados apresentados, conclui-se que, o equipamento com maior concordancia nos
resultados de doseamento de CLL tipo Kappa é o Atellica NEPH 630 e para doseamentos de CLL
tipo Lambda o DxC 700 AU.

No entanto, a internalizacao da andlise no Laboratdrio de Imunologia do CHTS com reagentes
monoclonais utilizando o Atellica NEPH 630 requer mais testes. Embora os resultados se
apresentem concordantes na sua maioria para os doseamentos de CLL (Kappa e Lambda) em
ambos os equipamentos, uma andlise com mais amostragem e uma anadlise estatistica mais
detalhada que permita, ndo sé analisar a especificidade do equipamento, mas a sua sensibilidade

e capacidade de repetibilidade é necessaria para escolher o equipamento adequado.
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Anexos

Amostra
o CLL Kappa CLL Lambda
DxC700 AU Atellica NEPH 630 BNII DxC700 AU Atellica NEPH 630 BNII
1 183 148 13 551 452 376
2 347 2,21 2,87 163 199 238
3 872 2,85 437 119 2,82 2,96
4 168 16 173 0,63 121 158
5 6,95 3,66 4,96 3,64 2,35 417
6 243 17 15 128 126 187
7 5,04 3,52 4,96 4,86 424 713
8 8,32 412 3,99 4,08 2,6 434
9 2,31 176 152 128 2N 230
10 18,93 15,6 22,9 10,94 16,3 1,70
n 3,67 2,53 2,51 2,63 2,56 3,09
12 481 4,02 4,49 243 3,61 2,63
13 6,6 137 8,67 4,67 173 4,68
14 60,24 291 27,5 8,54 12 8,96
15 556 4,46 3,61 1,05 123 135
16 491 759 9,42 112 0,93 114
17 6,56 478 5,04 5,65 54 6,35
18 89 557 14,9 154 173 192
19 14,69 544 174 1,07 125 1,57
20 12,02 8 9,59 588 4,49 6,38
21 136 1,03 0,82 12,63 549 16,30
22 3,05 24 229 2,04 229 1,40
23 341 2,64 2,73 291 312 3,62
24 4,91 3,72 4,69 34 354 551
25 49 37 38 2,0 2,49 2,76
26 3,73 2,76 2,77 131 175 169
27 23,62 143 15,6 16 2,34 167
28 2,76 2,37 2,72 12,82 16 8,38
29 2276 10 217 2,49 2,70 178
30 112 748 735 585 46 6,90
31 10,15 8,72 8,76 5,66 6,28 474
32 374 319 3,82 19 3,46 2,00
33 5 6,31 4,02 2,91 785 3,40
34 1,49 122 0,67 0,86 1,02 122
35 2,41 197 152 2,05 2,66 168
36 0,69 0,57 0.2 0,75 2,24 2,63
37 298 3,79 2,22 177 2,54 159
38 344 579 2,83 1,77 488 196
39 6,26 479 51 3,45 4,88 3,22
40 6,73 493 56 312 384 2,63
4 522 435 483 2,17 324 216
42 355 259 2,51 212 2,48 2,23
43 10,4 101 9,25 7,26 121 6,54
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44 563 379 337 314 377 358
45 363 276 2,84 161 244 181

46 565 585 716 364 849 408
a7 57 395 481 282 244 316
48 4,08 31 362 235 2,05 255
49 505 194 396 20 18,4 2,07
50 8,87 751 598 451 558 4,49
51 773 6,46 616 385 572 354
52 10,54 813 673 45 479 352
53 5,09 355 41 182 232 17,30
54 315 231 2,45 136 224 147

55 14,06 18 178 6,28 1 533
56 297 269 286 232 28 247
57 731 514 4,99 318 415 332
58 741 7,03 597 418 724 342
59 1021 7,26 853 4,92 526 6,47
60 193 177 169 066 168 126
61 12,64 125 16,7 9,46 n7 10,10
62 12,69 122 14,6 563 11 588
63 2,04 173 16 187 234 17

64 12,29 13 145 716 159 974
65 538 7,26 517 348 15 4,08
66 159 54 7,01 3176 472 363
67 2m 195 171 115 213 163

68 8,44 6,04 865 9,61 M4 24,5
69 2135 26,9 311 128 122 0,40
70 8,25 568 517 183 19 174

71 59 a2 395 427 504 481

72 631 425 55 348 333 403
73 239 196 163 155 253 173

74 525 437 38 366 5 422
75 266 2,81 22 151 31 172

76 178 081 122 2,04 2m 266
77 322 265 3,01 237 335 345
78 816 757 6,4 1324 14,1 1930
79 189 2,03 104 116 217 179

80 137 106 0,65 28 323 295
81 7,64 354 4,08 515 227 6,54
82 974 928 9,06 10,21 122 13,20
83 934 6,49 6,84 755 8,06 1110
84 297 24 196 18,51 228 60,70
85 9,05 132 6 2,83 977 313

86 97 6,95 105 427 483 462
87 20,86 203 23 314 299 2,02
88 7,94 7,09 4,46 456 487 2,85
89 272 225 489 093 103 0,52
90 422 658 473 356 894 323
91 2179 222 272 1317 318 12,70
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92 2,63 191 129 12 2,07 091
93 292 187 149 2,51 166 328
94 2,61 166 248 189 078 316
95 217 175 145 0,79 0,89 145
96 n78 764 ns 70 9,03 10,10
97 9,83 756 531 714 9,08 8,02
98 20,48 131 143 16,93 193 32,90
99 6,61 475 503 2,73 343 2,51
100 4,08 312 4,08 3,46 316 384
101 233 192 188 112 172 100
102 22 158 162 161 2,06 178
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