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RESUMO

A macroprolactina é um interferente comum nas dosagens de prolactina por imunoensaios. A
identificacdo da macroprolactinemia pode prevenir erros diagndsticos e condutas inadequadas
em pacientes. A pesquisa de macroprolactina apo6s precipitacdo com o polietileno glicol
(PEG) é o método mais utilizado na pratica dos laboratorios clinicos. O objetivo geral deste
estudo foi avaliar a implantagdo da pesquisa de macroprolactina em amostras
hiperprolactinémicas, com a interpretacdo dos resultados baseada na comparacdo da
concentracdo de prolactina monomérica pés-PEG com um intervalo de referéncia apropriado
no Servico de Medicina Laboratorial (SML) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (HC/UFMG). Os objetivos especificos foram validar o reagente comercial
para a dosagem de prolactina no sistema analitico Architect® (Abbott); validar os intervalos de
referéncia para prolactina monomérica p6s-PEG; comparar os dois critérios de interpretacdo
da pesquisa de macroprolactina pds-PEG, comparar os resultados de algumas amostras com a
cromatografia em coluna de gel filtracdo (GFC) e avaliar a prevaléncia de macroprolactinemia
na populacdo do estudo. Foi realizada a validacdo do reagente comercial para dosagem de
prolactina com estudos de precis&o, linearidade e exatiddo. Para verificagdo dos intervalos de
referéncia de prolactina monomeérica pdés-PEG, foram utilizadas amostras de 40 pessoas
saudaveis. A pesquisa de macroprolactina pela precipitacdo com PEG foi realizada em 112
amostras hiperprolactinémicas, 96 mulheres (18-80 anos, mediana 38 anos) e 16 homens, (21-
65, 45). Um grupo de 25 amostras foi encaminhada para a GFC. Foi feita uma comparacao
entre duas abordagens de interpretacdo dos resultados da pesquisa de macroprolactina e foi
calculada a prevaléncia de macroprolactinemia nas amostras hiperprolactinémicas estudadas.
As validagOes do reagente para prolactina e dos intervalos de referéncia foram adequadas as
especificaces da qualidade previamente estabelecidas. A interpretacdo dos resultados pela
comparacdo da concentracdo de prolactina monomérica pds-PEG com um intervalo de
referéncia apropriado apresentou maior especificidade do que o critério convencional de
porcentagem de recuperacdo de prolactina pds-PEG, identificando amostras com excesso
simultaneo de macroprolactina e de prolactina monomérica bioativa e reduzindo o nimero de
resultados indeterminados. Houve concordancia em 24 resultados da GFC com o0s
encontrados neste estudo. A prevaléncia de macroprolactinemia encontrada foi de 19%.
Recomenda-se a implantacdo da pesquisa de macroprolactina pela precipitacdo com o PEG no
SML do HC/UFMG, como teste de triagem para as amostras hiperprolactinémicas. A
interpretacdo do teste pela comparacdo da concentragdo de prolactina monomeérica p6s-PEG,
com um intervalo de referéncia adequado deve ser adotada.

Palavras chaves: prolactina, macroprolactina, hiperprolactinemia, imunoensaio, polietileno

glicol



ABSTRACT

Macroprolactin interference is a common problem in the interpretation of immunoassays for
prolactin. ldentifying macroprolactinemia can prevent errors in diagnosis and subsequent
delivery of treatment to patients. The search for macroprolactin after polyethylene glycol
(PEG) precipitation is the most commonly used method in clinical laboratories. This study
aimed to evaluate the implementation of macroprolactin assessment in hyperprolactinemic
samples, with the interpretation of the results based on comparisons between the
concentration of post-PEG monomeric prolactin with an appropriate reference range from the
Servigo de Medicina Laboratorial (SML) of the Hospital das Clinicas, Universidade Federal
de Minas Gerais (HC/UFMG). Study objectives included validation of the commercial
reagent for prolactin measurement in the analytical system Architect® (Abbott); checking of
reference intervals for post-PEG monomeric prolactin; comparison of the two criteria of
interpretation for post-PEG macroprolactin assessment, comparing the results to some
samples processed by Gel filtration chromatography (GFC); and to assess the prevalence of
macroprolactinemia in the study population. Validation of the commercial reagent for the
prolactin assay was performed using tests of precision, linearity and accuracy. To check the
post-PEG monomeric prolactin reference ranges, we used samples from 40 healthy people.
The macroprolactin  assessment by PEG precipitation was performed on 112
hyperprolactinemic samples, 96 women (18-80 years old, mean 38) and 16 men (21-65, 45).
We compared both interpretations of the results from the macroprolactin test. A subset of 25
samples was sent to the GFC and compared with results from the PEG precipitation
assessment. The validations of the commercial reagent for prolactin and of the reference range
for prolactin post PEG were in agreement with the predetermined specifications of quality.
Comparison of the post-PEG monomeric prolactin concentration with an appropriate
reference range showed greater specificity than the conventional criterion percentage of post-
PEG prolactin recovery by identifying samples with both excess macroprolactin and
monomeric bioactive prolactin and reducing the rate of indeterminate outcomes. Furthermore,
most of the results of samples sent to the GFC were in concordance with the results found in
this study. The prevalence of macroprolactinemia found was 19%. Based on these results, we
recommend the implementation of the macroprolactin assessment with PEG precipitation test
at the SML of HC/UFMG, for all hyperprolactinemic samples. Further, the interpretation of
the test by comparing post-PEG monomeric prolactin concentration with a suitable reference
range should be adopted as it outperformed existing criteria.

Key words: prolactin, macroprolactin, hyperprolactinemia, immunoassay, polyethylene

glycol
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1- INTRODUCAO

A prolactina € um horménio polipeptidico, sintetizado e secretado principalmente pelos
lactotrofos, células especializadas da hipofise anterior. Este hormonio desempenha um papel
essencial na lactacdo regulando o desenvolvimento das mamas e a producéo de leite' A
secrecdo da prolactina esta sob o controle inibitério do hipotadlamo através dos fatores de

inibicdo da prolactina, sendo o principal a dopamina®™.

A dosagem sérica de prolactina é importante no diagnostico de adenomas hipofisarios
secretores de prolactina, as desordens endécrinas mais comuns do eixo hipotalamo-hipéfise®.
A dosagem laboratorial deve representar com acuracia o nivel sérico da prolactina

monomeérica, a fracdo biologicamente ativa do horménio®*®.

Laboratorios clinicos utilizam, para a quantificagdo do nivel sérico de prolactina, a
metodologia de imunoensaios imunométricos de grande sensibilidade, mas suscetiveis a

interferentes como a macroprolactina, isoforma de alto peso molecular da prolactina”.

A macroprolactina € um complexo formado, na grande maioria das vezes, por autoanticorpos
lgG antiprolactina e prolactina monomérica®’. E um interferente comum nas dosagens de

prolactina, com reatividade variavel nos diversos sistemas de imunoensaios™®.

A macroprolactinemia é a condi¢cdo onde a hiperprolactinemia é causada pelo excesso de
macroprolactina circulante, na presenga de concentragdo normal de prolactina monomética
bioativa>®. Os sintomas da hiperprolactinemia s&o comuns e inespecificos e podem ocorrer
coincidentemente em pacientes com macroprolactinemia®’. A literatura revela que a
macroprolactinemia ndo identificada leva a erro de diagnostico, investigacfes desnecessarias
e tratamentos inadequados. E recomendavel a pesquisa de macroprolactina nos pacientes com
hiperprolactinemia,  especialmente  nos  assintométicos’™'?. A  prevaléncia de

macroprolactinemia em pacientes com hiperprolactinemia varia entre 15 a 35%".

O método de pesquisa de macroprolactina mais utilizado € o da precipitagdo com polietileno
glicol (PEG), tecnicamente simples, de baixo custo, além de ter boa reprodutibilidade e

correlagdo com o método de referéncia, a cromatografia em coluna de gel filtracdo (GFC, do
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inglés, Gel Filtration Chromatography)>*3. A interpretacdo do teste através da comparacéo da
concentracdo de prolactina monomérica pds-PEG com um intervalo de referéncia de amostras
de individuos saudaveis tratadas com PEG é mais especifica do que a abordagem
convencional, a porcentagem de recuperacdo de prolactina pds-PEG. Esse novo critério de
interpretacdo mais exigente para o diagnostico da macroprolactinemia possibilita distinguir a
condigdo onde a macroprolactinemia é a forma dominante, mas ha excesso concomitante de
prolactina monomérica®*. E importante que o laboratério informe ao clinico as caracteristicas
e limitacbes do ensaio em uso para a dosagem de prolactina. A interpretacdo adequada do

resultado laboratorial pode ser um suporte importante para a abordagem médica ao paciente.

Uma consulta aos dados informatizados do Servico de Medicina Laboratorial (SML) do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC/UFMG) mostrou que
35% dos 1070 resultados gerados por ano do ensaio de prolactina estavam acima dos valores
de referéncia. A verificacdo da prevaléncia de macroprolactinemia na populacdo do estudo
pode contribuir para avaliar a viabilidade da implantacdo do teste da pesquisa de

macroprolactina no Servico de Medicina Laboratorial do HC, UFMG.

O custo adicional associado a esse procedimento na rotina laboratorial evitaria custos mais
elevados em testes de imagem e tratamentos farmacolégicos’, além de evitar preocupacéo
desnecesséria & pacientes™. Portanto, a implantacdo da pesquisa de macroprolactina pela
precipitacdo com PEG utilizando a nova abordagem de interpretacdo dos resultados poderia
trazer, com simplicidade, seguranca para identificar este interferente na dosagem de prolactina
e consequentemente maior beneficio ao diagnostico e tratamento dos pacientes com

hiperprolactinemia®.
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2- OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a implantacdo da pesquisa de macroprolactina em amostras hiperprolactinémicas,
através da comparacdo da concentracdo de prolactina monomérica pds-polietileno glicol
(PEG) com um intervalo de referéncia de amostras de individuos saudaveis tratadas com o
PEG, no Servico de Medicina Laboratorial (SML) do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (HC/UFMG).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a demanda de solicitacbes de dosagens séricas de prolactina no SML do
HC/UFMG, entre maio de 2012 e abril de 2016;

- Validar o reagente comercial para dosagem de prolactina no equipamento
Architect®(Abbott) com estudos de preciséo, linearidade e exatidao;

- Validar o intervalo de referéncia para prolactina sérica monomérica pos-PEG;

- Comparar as duas abordagens de interpretacdo dos resultados da pesquisa de
macroprolactina: o critério convencional de porcentagem de recuperacdo de prolactina pds-
PEG e o critério de comparagdo da concentracdo de prolactina monomérica p6s-PEG com um

intervalo de referéncia adequado;

- Comparar os resultados de concentragdo de prolactina monomérica pds-PEG de um grupo de

amostras com a cromatografia em coluna de gel filtragdo (GFC);

- Avaliar a prevaléncia de macroprolactinemia na populacéo estudada.
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3- REVISAO DA LITERATURA

3.1 PROLACTINA

No inicio do século XX foram feitas as primeiras observacfes de alteracdes histoldgicas na
hipofise anterior de mulheres gravidas e a prolactina foi identificada em espécies animais em
1933, A prolactina humana foi isolada por Friesen et al em 1971*. A prolactina, o horménio
do crescimento e o horménio lactogénio placentario possuem grande semelhanca estrutural e
provavelmente resultaram da evolucdo de um peptideo ancestral comum por uma serie de

reduplicacdes genéticas'®.

A prolactina é codificada, no ser humano, por um Unico gene localizado no cromossoma seis.
Existe um pré-horménio de 227 aminoacidos que é clivado e a configuracdo da molécula

madura é uma cadeia Gnica de 199 aminoacidos.

A prolactina é sintetizada e secretada principalmente por células especializadas da hipofise
anterior, os lactotrofos. No entanto, ndo é sintetizada somente na hipofise como foi descrito
originalmente, mas também no sistema nervoso central, no sistema imune, no Utero e tecidos
associados & concepcdo e em células epiteliais da glandula maméria’. Além do soro, a
prolactina pode ser encontrada no liquor, liquido amnio6tico, lagrimas, leite, liquido folicular e
suor. A prolactina é produzida por diferentes tipos de células fora da hipofise. Por isso, além
de agir como um horménio pelo caminho endocrino classico atua de maneira mais direta,
autocrina ou paracrina, como um fator de crescimento, um neurotransmissor ou um

imunorregulador®®.

A prolactina desempenha um papel essencial na lactacdo regulando o desenvolvimento e o
crescimento das mamas e a producgédo do leite. Em concentragdes fisioldgicas, a prolactina
também regula a esteroidogénese e consequentemente, a funcdo gonadal. A prolactina tem
uma fungdo imunogénica ao estimular a maturacdo de linfocitos'’. E um hormdnio
multifuncional que participa da manutencdo da homeostase do organismo pela regulacéo da

resposta imune, balanco osmético e angiogénese’.
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A prolactina € um hormonio heterogéneo que circula numa variedade de formas com
diferentes pesos moleculares. A acdo biolégica da prolactina estd associada a fracdo
monomeérica, que tem 23 kDa e representa 60% a 90% da prolactina total em circulagdo. A
big prolactina ou dimero (40-60 kDa) e a big big prolactina ou macroprolactina (>100-150
kDa) estdo em proporgGes menores e varidveis de 15% a 30% e <8% respectivamente,
conforme apresentado na Figura 1.

Hipofise anterior

Prolactina livre

: #

“Big prolactina”

“Big big prolactina”

=
LN} -

Macroprolactina

Manomérica Dimgs 1gG prolactina IgA prolactina  Agregados de prolactina
23 kDa 40-60 kDa > 100-150 kDa
Ativa Inativa Inativa

60% - 90% 15% - 30% 0% - 8% 0% - 2% 0% - 3%

Figura 1 -Sintese e estrutura da prolactina monomérica, big prolactina ou dimero e big big
prolactina ou macroprolactina (Adaptado de Lippi G, Plebani M*?)

A prolactina também esta sujeita a formas variantes, resultantes de clivagem proteolitica 14
kDa, 16 kDa e 22 kDa e modificagBes pés-translacionais como fosforilacdo e glicosilacao®.
H& pouca informacédo sobre o significado clinico ou sobre a reatividade das formas clivadas
ou fosforiladas da prolactina nos imunoensaios. A prolactina glicosilada (25 kDa) exibe
reduzida bioatividade e reatividade varidvel nos imunoensaios, o que pode contribuir para o

bias (viés) inter-ensaio®.

A secrec¢do de prolactina é episddica e tem um ritmo circadiano, com maiores concentracdes
durante o sono™*®, Durante a gravidez, o nimero de células lactotréficas se eleva e o nivel

sérico de prolactina aumenta aproximadamente dez vezes®. Por isso, recém-nascidos tém a
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prolactina sérica bastante elevada, normalizando em trés meses. Situagdes que induzem um
estresse agudo também elevam o nivel sérico de prolactina, porém doencas graves

prolongadas reduzem sua secre¢do pulsétil a niveis basais™.

A secrecdo da prolactina, ao contrério dos outros horménios da adenohipofise, esta sob
controle inibitério do hipotadlamo, através dos fatores de inibicdo de prolactina, como a
dopamina®. Um feedback negativo com a prolactina circulante estimula a secrecdo da
dopamina hipotalamica que por sua vez, inibe a liberacéo de prolactina da hipéfise®. Alguns
fatores hipotaldamicos estimulam a sintese e a liberacdo de prolactina, mas esses agentes
estimulantes exercem um papel secundério no controle da secre¢cdo de prolactina. Os
principais sdo o horménio liberador de tireotrofina (TRH), a ocitocina e o peptideo intestinal
vasoativo®. O estrgeno estimula a transcricdo do gene da prolactina e a secrecdo do
horménio e por isto os niveis de prolactina sdo mais altos em mulheres em idade fértil**.

O receptor de prolactina é uma Unica proteina, ligada a membrana, classe 1 da familia das
citocinas e esta presente em diversos 6rgaos como hipéfise, pulméo, coracdo, timo, figado,

baco, pancreas, glandula adrenal, rim, ttero, mésculo esquelético e pele’.

A reducdo ou aumento da concentragdo sérica de prolactina podem estar relacionados a
alteracdes clinicas importantes. Os principais sintomas da hiperprolactinemia em mulheres
sdo galactorreia, desordens menstruais e infertilidade. Nos homens, sédo infertilidade, reducéo
da libido e galactorreia *. Os sintomas em criangas s&o atraso da puberdade, galactorreia,

ginecomastia e amenorreia primaria™.

A prolactina em excesso na circula¢do inibe a secrecdo pulsatil do horménio liberador de
gonadotrofina, 0 que resulta em uma supressdo da atividade gonadal e consequente
infertilidade®.

As causas da hiperprolactinemia se localizam em trés categorias: fisioldgicas (gravidez e
aleitamento sdo as principais), farmacologicas (medicamentos antipsicoticos e antidepressivos
sdo os mais frequentes) e causas patoldgicas. As principais causas da hiperprolactinemia
patologica sdo os adenomas hipofisarios, condicbes que aumentam o TRH como o
hipotiroidismo, condi¢des que diminuem a a¢do da dopamina como os tumores hipofisarios

ou hipotalamicos, drogas antagonistas do receptor da dopamina, ou condic¢des de reducdo do
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clareamento da prolactina como a insuficiéncia renal®®. A hiperprolactinemia pode estar
relacionada ao aumento da imunorreatividade da prolactina sérica, devido ao excesso de
macroprolactina circulante®?. As desordens enddcrinas mais frequentes do eixo hipotalamo-
hipdfise sdo os adenomas hipofisarios secretores de prolactina. A dosagem laboratorial

demonstrando a hiperprolactinemia é essencial para o diagnéstico®.

A hiperprolactinemia ja foi descrita em pacientes com doengas autoimunes como lUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatoide, esclerose sistémica, psoriase e outras, mas ndo ha

uma associagdo consistente entre o nivel sérico de prolactina e a atividade da doenca®.

A deficiéncia de prolactina pode ocorrer isolada ou associada a deficiéncia de outros
horménios produzidos na hipdfise anterior. A deficiéncia combinada é a mais frequente e é
causada por problemas adquiridos ou genéticos. A deficiéncia adquirida de prolactina pode
ocorrer em varias situacfes de dano a regido da hipdfise anterior, como lesdes vasculares,
tumores, condicdes inflamatorias e infecgdes e pode ser um marcador de hipopituitarismo
severo. Ja a deficiéncia isolada de prolactina é extremamente rara e pode se manifestar com a

auséncia de producdo de leite no puerpério®.

3.2. MACROPROLACTINA

A primeira descricdo de um caso de hiperprolactinemia por predominancia de
macroprolactina (90%) foi feita por Whittaker et al %', em 1981.

A macroprolactina pode ser definida como a frag@o correspondente as isoformas da prolactina
com peso molecular >100 kDa. A composi¢do da macroprolactina é heterogénea e a forma
mais encontrada na GFC tem o peso molecular entre 150-170 kDa e corresponde a um
complexo de prolactina e 1gG, principalmente autoanticorpos antiprolactina®. A subclasse
dominante de IgG na macroprolactina é a 1gG4, que € produzida a partir de estimulacdo
antigénica cronica®®. Estudos que incluiram grande nimero de pacientes n&o revelaram uma

62 Formas ndo

associacdo especifica entre macroprolactinemia e desordens autoimunes
usuais de alto peso molecular (200-669 kDa) ja foram descritas e sdo raros 0s casos de

complexos prolactina-1gA°.
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O mecanismo de desenvolvimento de autoanticorpos antiprolactina € desconhecido.
Modificag¢bes pos-translacionais como fosforilagcdo ou glicosilacdo da molécula de prolactina
podem estar envolvidas num aumento de sua antigenicidade, levando a producdo dos
anticorpos*®**. Apés um estudo experimental de estimulacio de produgdo de autoanticorpos
em ratos, foi sugerido pelos pesquisadores que uma inflamacéo hipofiséaria assintomética de
origem viral poderia estar associada a liberacdo de prolactina fosforilada na circulagéo,

induzindo a producao de autoanticorpos antiprolactina®.

Hattori et al®*, em trabalho recente, mostraram evidéncias da presenca de macroprolactina
tipo ndo-1gG de até 30%, quantidade maior do que presumido anteriormente.

A macroprolactina € uma macromolécula que fica restrita ao compartimento intravascular
devido ao seu alto peso molecular, e a prolactina complexada ndo atinge o0s receptores
celulares®>®1%1132 A meia vida da prolactina monomérica varia de 26 a 47 minutos, ao passo

que a macroprolactina se acumula no sangue devido ao clareamento renal diminuido®®.

Hé evidéncias que a macroprolactina é biologicamente inativa®® mas reage em diferentes
graus, em todos 0s imunoensaios para prolactina®. A variabilidade depende dos epitopos
reconhecidos pelos anticorpos do ensaio que ja estejam ligados aos autoanticorpos
antiprolactina®. Smith et al® enviaram amostras de pacientes com macroprolactinemia para 18
laboratdrios clinicos que utilizavam nove diferentes sistemas de imunoensaios e as variacoes
nas dosagens de prolactina oscilaram entre 2,3 a 7,8 vezes. Os imunoensaios para a dosagem
de prolactina sdo classificados em relacao a reatividade a macroprolactina como pouco, medio

ou muito reativos®.

Em 2009, um grande estudo epidemiologico no Japdo mostrou uma prevaléncia de
macroprolactinemia na populacdo em geral de 3,68%. Recentemente, outro estudo também
no Japdo demonstrou prevaléncia semelhante, de 4%, apesar de ter sido conduzido
exclusivamente com mulheres®. A macroprolactinemia é encontrada em ambos 0s sexos,

apesar de mais frequente em mulheres®’.

Alguns trabalhos demonstraram a presenca de macroprolactinemia na infancia e na
adolescéncia, mas nédo se sabe ao certo quando a macroprolactinemia comec¢a nem quando

termina. E uma condicdo cronica que pode ter inicio antes da meia idade®. Uma prevaléncia
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aumentada de macroprolactinemia em pessoas mais velhas sugere que a idade pode estar
relacionada a uma alteracdo na antigenicidade da prolactina ou a perda da toleréncia

imunolégica, o que poderia facilitar a produgéo de autoanticorpos antiprolactina®.

Ja em pacientes com hiperprolactinemia, a prevaléncia de macroprolactinemia varia entre
15% a 35%™. Os principais fatores desta variabilidade s&o a reatividade do imunoensaio em

relacdo & macroprolactina e a natureza da populagéo estudada®,

A maioria dos pacientes com macroprolactinemia é assintomética®*° Vallette-Kasic et al*
encontraram uma proporc¢do consideravel de mulheres com macroprolactinemia e sintomas
clinicos normalmente associados a hiperprolactinemia: desordens menstruais, infertilidade ou
galactorreia. Desordens menstruais e infertilidade sdo sintomas relativamente comuns em
mulheres, que podem apresentar macroprolactinemia simultaneamente, sem uma relagéo de

causa-efeito’%.

E controversa a questdo sobre a relevancia clinica da macroprolactinemia. Olukoga* sugeriu
a possibilidade de uma atividade bioldégica minima da macroprolactina pela dissociacao
intermitente do complexo prolactina-lgG e questionou se a macroprolactina seria

simplesmente um artefato analitico.

O método de referéncia para a determinacdo de macroprolactina é a GFC. E uma técnica
inadequada para a rotina de laboratdrios clinicos, porquanto demorada, complexa e de elevado
custo. Mais recentemente, foi descrita a determinagdo de macroprolactina por Cromatografia
Liquida de Alto Desempenho (HPLC, do inglés, High Performance Liquid Chromatography).
Técnicas alternativas sdo baseadas em imunoensaios de prolactina antes e apds a remogéo da

macroprolactina por ultrafiltracdo, imunoadsorcéo de IgG ou por precipitagdo com PEG®.

A precipitacdo pelo PEG é uma técnica que separa proteinas de acordo com a solubilidade. O
PEG age como uma “esponja” inerte que absorve agua de hidratacdo das proteinas, reduzindo
sua solubilidade e levando a sua precipitacdo. Quando adicionado ao soro, o PEG ¢
relativamente especifico para imunoglobulinas e seus complexos, mas.precipita também o

dimero de prolactina e aproximadamente 20% da prolactina monomérica sérica’. (Figura 2)
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Figura 2 - Tratamento do soro com polietileno glicol (PEG)

A dosagem de prolactina no soro é feita antes e apds o procedimento de precipitagdo com o
PEG™.

Vérios pesquisadores tém recomendado a comparacdo da concentracdo da prolactina
monomeérica p6s-PEG com um novo intervalo de referéncia de amostras de individuos
saudaveis tratadas igualmente com PEG*"9131442% e yma amostra hiperprolactinémica
tratada com PEG tiver a concentracdo de prolactina pds-PEG dentro do apropriado intervalo
de referéncia a presenca de macroprolactina é confirmada®. O resultado convencional,
reportado como porcentagem de recuperacdo apés o tratamento com PEG, é pouco especifico
e pode ser mal interpretado quando ha excesso simultdneo de macroprolactina e prolactina
monomérica*’. E mais importante que o laboratério determine o aumento da concentracdo de

prolactina monomérica bioativa do que forneca o percentual de recuperacio de prolactina®.

O teste da pesquisa de macroprolactina pela precipitacdo com o PEG tem algumas limitaces:
- O PEG interfere positivamente em alguns sistemas de imunoensaios para a prolactina®.

- Uma porcao da prolactina monomeérica € precipitada junto com as macromoléculas. Esta
questdo pode ser minimizada com a interpretacdo do teste através da comparacdo da
prolactina monomeérica p6s-PEG com um intervalo de referéncia de amostras tratadas com
PEG, coletadas em pessoas saudaveis™.

- A concentragdo sérica muito elevada de gamaglobulina pode aumentar a quantidade de
prolactina monomérica precipitada pelo PEG e gerar um resultado falso positivo para a

macroprolactinemia®.
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- A precipitacdo de IgA pelo PEG é parcial e o teste pode ndo funcionar bem nos raros casos
da presenca do complexo prolactina-1gA“*.

O método de precipitacdo com o PEG ¢ simples, de baixo custo e foi amplamente validado
para a medida da prolactina monomérica bioativa clinicamente relevante®. O resultado do
teste com o PEG, como qualquer teste bioquimico, deve ser interpretado dentro de um

contexto clinico’.

Beltran et al* estabeleceram intervalos de referéncia para prolactina sérica medida antes e
apos tratamento com PEG para seis sistemas de imunoensaios amplamente utilizados e

validaram a acurdacia diagnostica desses intervalos de referéncia com a GFC.

McCudden et al'® recomendaram a triagem para macroprolactina nos pacientes com
resultados de prolactina sérica moderadamente elevados e sem causas identificaveis de

hiperprolactinemia.

Diretrizes da Pituitary Society para diagndstico e conduta de prolactinomas estabeleceram que
altas concentracdes de prolactina (>150 ng/mL) sdo usualmente consistentes com adenomas e
que € razoavel determinar a presenca de macroprolactina em pacientes com valores de
prolactina entre 25 ng/mL a 150 ng/mL e sem sintomas tipicos de hiperprolactinemia

verdadeira®’.

Diversos pesquisadores foram favoraveis a triagem para macroprolactina em todas as
amostras hiperprolactinémicas a fim de ser fornecida uma medida clinicamente significativa

da prolactina monomérica bioativa®>°10:1439:48:49,

Alguns autores recomendaram a triagem de macroprolactina nas seguintes situacoes:
individuos com elevada concentracdo sérica de prolactina e assintomaticos, quadro clinico
atipico, resultados divergentes de prolactina em diferentes ensaios e demora no declinio do

nivel sérico de prolactina ap6s doses usuais de agonistas dopaminérgicos’.

Gibney et al’ mostraram que o custo adicional associado a este procedimento na rotina
laboratorial é justificavel, jA& que o teste pode acarretar uma economia substancial pela
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diminuicdo de solicitacbes de exames de ressonancia nuclear magnética (RMN) e de
prescricbes médicas de agonistas da dopamina.

Um estudo realizado em S&o Paulo mostrou que a triagem rotineira para macroprolactina nao
evita completamente outras investigacdes clinicas, mas o custo médio do paciente com
hiperprolactinemia verdadeira é significativamente mais alto do que o custo médio do
paciente com macroprolactinemia. E importante uma educacdo médica adequada e a

divulgacdo do significado da macroprolactinemia™.

Mais estudos sobre a fisiopatologia da macroprolactina sdo necessarios para maior

compreensdo sobre sua relevancia clinica®.

3.3 ADOSAGEM LABORATORIAL DE PROLACTINA

Inicialmente, a prolactina era estimada por meio de bioensaios in vivo, que mensuravam
também os efeitos do hormdnio do crescimento e do hormdnio lactogénio placentario. Depois,
surgiram os bioensaios in vitro que utilizavam linhagem de células Nb2, derivadas de linfoma
de rato e eram melhores em sensibilidade e especificidade. Ensaios de receptores também
estiveram disponiveis para a dosagem da prolactina, mas, assim como 0s bioensaios, ndo eram

praticos & rotina de um laboratério clinico™.

As primeiras dosagens de prolactina por radioimunoensaio datam da década de 70°%. Eram
ensaios competitivos onde antigenos enddgenos e antigenos marcados com radiois6topos
competiam por uma quantidade limitada de anticorpos. Com a evolugdo da tecnologia,
chegaram os anticorpos monoclonais e 0s ensaios imunomeétricos, que tém anticorpos de
captura imobilizados em uma fase solida e anticorpos marcados com um gerador de sinal.
Estes anticorpos se ligam a diferentes epitopos do antigeno a ser mensurado e formam com

ele um “sanduiche’™*

. Apo6s a captura do analito no “sanduiche” de anticorpos e a remocao
dos reagentes ndo ligados por uma etapa de lavagem, o sinal gerado € diretamente relacionado

a quantidade de prolactina presente® (Figura 3).
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Figura 3 - llustracio esquematica do principio do ensaio imunométrico tipo “sanduiche” para
dosagem de prolactina. S0 usados dois anticorpos especificos para diferentes epitopos da
molécula de prolactina. Um anticorpo de captura é ligado a uma fase sélida e um anticorpo de
deteccdo ¢ marcado com um gerador de sinal (Adaptado de Fahie-Wilson M, Smith TP).

Os niveis séricos de prolactina variam em um periodo de 24 horas. A amostra de sangue deve
ser colhida, em geral, algumas horas apds o despertar, de preferéncia ap6s repouso de
aproximadamente 30 minutos pois um estresse ocorrido préximo a hora da puncdo venosa

pode provocar elevagdes moderadas na prolactina®.

Uma dosagem de prolactina com um nivel pouco acima do intervalo de referéncia deve ser
repetida para confirmacdo de hiperprolactinemia, levando em conta a secrecdo pulsatil e o
efeito do estresse sobre este hormonio. Niveis séricos de prolactina aumentados devido ao uso
de medicamentos geralmente oscilam entre 25 a 100 ng/mL?%. Porém, algumas drogas como
risperidona e metoclopramida podem induzir elevagdes maiores®®. O nivel sérico de prolactina
dez vezes acima do limite superior de normalidade é mais compativel com a presenca de um

adenoma hipofisario™.

Os interferentes analiticos nos imunoensaios se referem a interacdo entre constituintes da
amostra e o0s anticorpos reagentes. Os interferentes podem levar a resultados de testes
falsamente elevados ou diminuidos®’. Os principais problemas inerentes aos imunoensaios se
aplicam a dosagem de prolactina e séo a presenca de anticorpos heterofilos, de autoanticorpos,
o efeito gancho e a falta de concordancia entre diferentes sistemas analiticos. Os anticorpos
heterdfilos sdo anticorpos enddgenos que se ligam aos anticorpos da reacdo do ensaio
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falseando resultados®®. Niveis extremamente altos de prolactina podem interferir no ensaio e
produzir resultados falsamente baixos, constituindo o que se conhece como efeito gancho ou
pré-zona. Este artefato deve ser levado em conta nos pacientes com grandes adenomas
hipofisarios e niveis séricos de prolactina dentro da faixa normal ou moderadamente elevados
(<200 ng/mL)®. Este efeito foi descrito em aproximadamente 5% dos pacientes com

macroadenomas®®.

A falta de concordancia nas dosagens de prolactina em diferentes imunoensaios esta
relacionada as diferencas na reatividade dos anticorpos dos ensaios em relagdo as isoformas
da prolactina®.

E util ressaltar a importancia do laboratorio liberar a quantificacdo da concentracdo sérica de
prolactina dentro da faixa analitica do teste, mesmo que precise recorrer a diluicdes manuais
com potencial perda de acuracia do resultado. A faixa analitica corresponde ao intervalo de
medicdo do ensaio, entre 0 menor valor detectavel e o valor maximo. S6 assim o clinico pode
monitorar um tratamento prescrito (com um agonista dopaminérgico, por exemplo) baseado

em determinacdes do nivel sérico de prolactina antes e apés o tratamento™ (ANEXO 5).

Outras metodologias como a espectrometria de massa e a cromatografia liquida associada a
espectrometria tém sido empregadas na determinacdo de horménios, porém estdo restritas a

laboratdrios de pesquisa, devido & alta complexidade técnica e ao custo elevado®.

No SML do HC, UFMG, as dosagens de prolactina sdo realizadas com o teste Prolactin
Vitros Immunodiagnostic Products (Ortho-Clinical Diagnostics Inc, NY, USA), um
imunoensaio imunométrico quimioluminescente. A viscosidade aumentada da solucdo de
polietileno glicol inviabiliza a realizacdo da pesquisa de macroprolactina neste equipamento.
Por isto, a pesquisa de macroprolactina foi realizada no sistema analitico Architect®(Abbott),

onde o PEG ndo interfere na metodologia da dosagem de prolactina®

A dosagem laboratorial de prolactina é muito solicitada na rotina assistencial e é uma
ferramenta importante no diagndstico diferencial de desordens ginecologicas. A identificacéo
das causas da hiperprolactinemia é essencial para a conduta médica adequada, no tempo
correto®’. A macroprolactinemia néo identificada pode levar a erro diagnéstico e intervencées

desnecessarias. A precipitacdo com PEG, utilizando um intervalo de referéncia de amostras de
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individuos saudaveis e tratadas igualmente com PEG, fornece uma medida clinicamente

significativa da concentracdo da prolactina monomérica bioativa’.

3.4 ESPECIFICACOES DA QUALIDADE ANALITICA

A regulamentacdo dos ensaios diagndsticos iniciou-se no final da década de 1960, nos
Estados Unidos, com o Clinical Laboratory Improvement (CLIA’67) e evoluiu para
estabelecer diretrizes que embasaram os laboratérios na definicdo de requisitos de
desempenho para seus métodos analiticos. No Brasil a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) editou a RDC (Resolucdo da Diretoria Colegiada) n°302/2005 que
regulamenta aspectos técnicos especificos para os laboratérios clinicos®’.

As especificacdes da qualidade ou metas de desempenho analitico auxiliam na definicdo das
praticas diarias dos laboratorios clinicos. Requisitos clinicamente relevantes devem ser
atendidos para favorecer condutas clinicas adequadas aos pacientes. Na conferéncia
“Strategies to set Global Quality Specifications in Laboratory Medicine”, realizada em
Estocolmo em 1999, uma hierarquia de modelos foi formatada para estabelecer as

especificacOes da qualidade analitica:

1- Avaliacdo do efeito do desempenho analitico em decis@es clinicas especificas
2- Avaliacdo do efeito do desempenho analitico em decisdes clinicas gerais
- EspecificacOes gerais da qualidade baseadas na Varia¢do Bioldgica (VB)
- EspecificagOes gerais da qualidade baseadas em opinifes medicas
3- Recomendacdes profissionais publicadas
4- Metas de desempenho analitico baseadas em comparac@es interlaboratoriais

5- Dados publicados com base no estado da arte

Nesta hierarquia, 0 modelo considerado o melhor para a definicdo das especificacGes da
qualidade analitica (EDQ) é o da avaliacdo do efeito do desempenho analitico em decisdes
clinicas especificas. Porém este modelo tem aplicacdo dificil e abrangéncia limitada. Assim, a
utilizacdo dos componentes da variagdo bioldgica (VB) passa a ser o0 modelo de escolha. A
VB consiste na flutuacdo fisioldgica dos componentes dos fluidos organicos em torno dos

seus pontos homeostaticos, ou pontos de equilibrio. A partir dos dados da VB foram
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estabelecidas as EDQ para imprecisdo, bias (viés) e erro total permitido para os testes de

laboratorio®.

O erro aleatério é um erro cuja direcdo (positiva ou negativa) e dimensdo ndo podem ser
previstas com exatiddo. E causado pela imprecisio metodoldgica e é estimado pelo desvio
padrdo expresso como desvio padrdo relativo ou coeficiente de variagdo (CV). Bias ou erro
sistematico € a diferenca entre a média de um numero significativo de medicdes e o valor
verdadeiro. O erro total é estimado com a soma dos efeitos do erro aleatério e do erro

sistematico e representa o limite de erro analitico maximo aceitavel®?.

As caracteristicas para a aplica¢do das EDQ baseadas nos componentes da VB séo:
o definidas para imprecisao e bias;
e baseadas nas necessidades médicas;
o aplicaveis a todos os laboratorios;

e construidas a partir de modelos simples e facilmente compreensiveis.

O modelo de utilizacdo dos componentes da VB tem flexibilidade para se adaptar as novas

tecnologias e tem sido recomendado por especialistas para a definicdo das EDQ®.

Um sistema analitico é constituido por procedimentos de trabalho, equipamentos, reagentes e
suprimentos utilizados na execu¢do do exame laboratorial e na geragdo do seu resultado. O
teste laboratorial é uma ferramenta importante para auxiliar o raciocinio clinico e a conduta
terapéutica. No passado, 0s exames eram realizados de maneira artesanal através de técnicas
manuais, com um componente maior de variagdo. A evolucdo dos métodos laboratoriais e a
incorporagdo de novas metodologias como os analisadores automatizados tém contribuido
para a obtencdo de resultados com rapidez, boa reprodutibilidade e exatiddo. Um grande
desafio no laboratério clinico é minimizar o efeito das diversas variaveis que podem interferir

no resultado do teste®’.

A validacdo de um sistema analitico mostra se 0s erros encontrados atendem as especificaces
da qualidade, o que minimiza a liberacdo de resultados com erros clinicamente
significativos®®. A validagdo consiste na realizacdo de experimentos para avaliar o seu

desempenho em relacéo a precisdo, linearidade e exatiddo. A precisdo é a concordancia entre
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resultados de sucessivas medidas do mesmo analito, sob condicGes estipuladas. A linearidade
é a capacidade de geracdo de resultados linearmente proporcionais a concentracdo do analito,
dentro do intervalo de medicéo do teste. O intervalo de medicdo compreende o intervalo entre
0 menor valor detectavel e o valor maximo. A exatidao é a concordancia entre o valor medido
e o valor verdadeiro®. O processo de validacio fornece uma estimativa do erro presente no
resultado do teste para que ele ndo afete a interpretacdo do resultado nem comprometa o

cuidado com o paciente®.
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4- MATERIAIS E METODOS

Trata-se de estudo descritivo observacional do tipo transversal, com amostras néo

probabilisticas.

4.1 ETICA

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP (parecer
CAAE n° 40340514.3.0000.5149 — ANEXO 1) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e
Extensdo — DEPE do HC/UFMG (processo n°144/2014 — ANEXO 2). Foi garantido o sigilo
das informac6es e dos resultados dos testes dos pacientes atendidos na rotina assistencial do
SML do HC/UFMG e dos voluntarios que participaram da validacdo dos intervalos de
referéncia de prolactina monomérica pos-PEG. Todos os participantes incluidos no estudo
concordaram em participar por meio da leitura e assinatura do TCLE - Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 3). As amostras bioldgicas de todos os
experimentos deste trabalho foram utilizadas exclusivamente para 0s propositos da pesquisa,
tendo recebido o mesmo tratamento e descarte das amostras bioldgicas processadas na rotina
do SML do HC/UFMG. Nao houve conflito de interesse entre 0s pesquisadores e 0
HC/UFMG.

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

As amostras utilizadas nos experimentos do presente estudo para dosagem de prolactina no

equipamento Architect®(Abbott) estdo esquematizadas na Tabela 1
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Tabela 1 - Amostras utilizadas nas dosagens de prolactina no equipamento
Architect®(Abbott), nos experimentos do estudo realizado no Servico de Medicina
Laboratorial (SML) do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

NUMERO DE ORIGEM DAS
EXPERIMENTOS AMOSTRAS AMOSTRAS
Teste de preciséo 2 ControlLab
Teste de linearidade 7 ControlLab
Teste de comparacao | 20 Pacientes do HC/UFMG
Teste de comparacao Il 40 Pacientes do HC/UFMG
Validacdo dos intervalos de 40 - L
referéncia de prolactina pés- (20 mulheres e Participantes voluntarios
polietileno glicol 20 homens)
112

Pesquisa de macroprolactina (96 mulheres e Pacientes do HC/UFMG

16 homens)
GFC 25 Pacientes do HC/UFMG

GFC: cromatografia em coluna de gel filtragdo

Para o estudo da precisdo, foram utilizadas duas amostras de soro humano liofilizado com
concentragdes distintas, uma dentro do intervalo de referéncia do fabricante (amostra “HOR
168”) e outra acima (amostra “HOR 164”). Ambas as amostras foram fornecidas pelo
Programa de Exceléncia para Laboratorios Médicos (PELM), ligado a Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica e Medicina Laboratorial (SBPC/ML) e gerenciado pela empresa
ControlLab. O material liofilizado foi mantido a -30°C e a reconstituicdo seguiu as

recomendacdes disponibilizadas pela ControlLab®.

Para o estudo da linearidade foram utilizadas sete amostras de soro humano liofilizado, com
concentragdes decrescentes de prolactina numeradas de 1,0 a 7,0 (IT1 a IT7), fornecidas pelo
Programa de Exceléncia para Laboratérios Médicos (PELM). O material liofilizado foi

mantido a -30°C e a reconstituicdo seguiu as recomendacdes da ControlLab®.

Os dois testes de comparacdo (estudo da exatiddo) foram conduzidos com amostras de
pacientes coletadas no SML do HC/UFMG entre abril de 2015 e fevereiro de 2016. Os
critérios de inclusdo para as amostras dos estudos da comparacao foram: amostras séricas com
concentracdes de prolactina distribuidas ao longo do intervalo de medi¢do do ensaio no

sistema Architect®(Abbott) e sem sinais de hemédlise, turbidez ou ictericia, potenciais
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interferentes nos imunoensaios®*®. As amostras de sangue venoso periférico foram colhidas
pela manhd, apds 30 minutos de repouso, em tubos Vacuette (5 mL, z serum sep.clot
activator, ref.454071 e lote C160300L). Os tubos foram deixados em repouso a temperatura
ambiente durante 30 minutos e depois centrifugados a 1500 G (forca gravitacional ou forca
centrifuga relativa) por 10 minutos para a separagdo do soro. Os soros foram aliquotados no
dia da coleta e foram armazenados em tubos secos, a temperatura de -30°C.

Para a validacdo do intervalo de referéncia para prolactina monomérica pds-PEG foram
selecionados 40 adultos saudaveis, sendo 20 homens com idade entre 21 e 51 anos (mediana
28 anos) e 20 mulheres com idade entre 23 e 61 anos (mediana 34 anos). Os voluntérios
foram recrutados entre funcionarios do Campus da Saude da UFMG e estudantes da
Faculdade de Medicina da UFMG e responderam a um formulario contendo informacdes
sobre o seu estado geral de saide (ANEXO 4). Amostras de sangue venoso periférico foram
colhidas pela manhd, apds 30 minutos de repouso, em tubos Vacuette (5 mL, z serum sep.clot
activator, ref.454071, lote C160300L). Apos a coleta, os tubos foram deixados em repouso a
temperatura ambiente durante 30 minutos e posteriormente centrifugados a 1500 G por 10
minutos para a separacdo do soro. Os soros foram aliquotados no dia da coleta e foram
armazenados em tubos secos, a temperatura de -30°C. As amostras foram coletadas no
periodo compreendido entre abril/2015 e fevereiro/2016. Os critérios de inclusdo foram:
adultos saudaveis, com idade entre 18 e 65 anos, elegiveis apds avaliacdo médica baseada na
analise de um questionario (ANEXO 4) e em resultados de testes laboratoriais para avaliacdo
da funcéo renal, hepaética e tiroidiana dos voluntarios. Os testes realizados foram: creatinina,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e horménio estimulante da
tiredide (TSH), realizados de acordo com as padronizac¢es do SML do HC/UFMG.

Para a pesquisa de macroprolactina foram selecionadas amostras de pacientes coletadas no
SML do HC/UFMG, no periodo compreendido entre dezembro/2014 e fevereiro/2016. Foram
selecionadas amostras de 112 pacientes: 96 mulheres, com idade entre 18 e 80 anos (mediana
38 anos), e 16 homens, com idade entre 21 e 65 anos (mediana 45 anos). As amostras de
sangue venoso periférico foram colhidas pela manha, apds 30 minutos de repouso, em tubos
Vacuette (5 mL, z serum sep.clot activator, ref.454071, lote C160300L). Os tubos foram
deixados em repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos e depois centrifugados a
1500 G por 10 minutos para a separagdo do soro. Os soros foram aliquotados no dia da coleta

e foram armazenados em tubos secos, a temperatura de -30°C. Os critérios de incluséo para a
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pesquisa de macroprolactina foram: amostras séricas sem sinais de potenciais interferentes
como hemolise, turbidez ou ictericia e com concentragdes de prolactina superiores aos
intervalos de referéncia do reagente comercial Prolactin/Abbott Diagnostics (mulheres: 5,18 a
26,53 ng/mL — homens: 3,46 a 19,40 ng/mL)**.

Para a cromatografia em coluna de gel filtragio (GFC) foram utilizadas 25 amostras
armazenadas em duplicata para a pesquisa de macroprolactina. As amostras foram mantidas
congeladas a -30°C. Foram enviadas para um laboratorio de pesquisa da Escola Paulista de
Medicina em gelo seco, com controle de temperatura, por empresa especializada em
transporte de material biol6gico. Foram selecionadas amostras com indicacdo de
macroprolactinemia pelos resultados do presente estudo, amostras com indicacdo de
hiperprolactinemia verdadeira e amostras com resultados duvidosos ou discrepantes nas duas

abordagens de interpretacéo do teste.

4.3 DOSAGENS LABORATORIAIS

Entre maio de 2012 e abril de 2016, todas as dosagens de prolactina do SML do HC/UFMG
foram realizadas pelo teste Prolactin Vitros Immunodiagnostic Products (Ortho-Clinical
Diagnostics Inc, NY, USA), um imunoensaio imunométrico quimioluminescente, com
intervalo de medicdo de 1,4 a 329,0 ng/mL, utilizando o analizador Vitros® 5600 (Ortho-
Clinical Diagnostics Inc, NY, USA)

Neste teste automatizado, a prolactina presente na amostra reage com um anticorpo policlonal
antiprolactina biotinilado € com um conjugado de anticorpo monoclonal antiprolactina
marcado com peroxidase de rabano. O complexo antigeno-anticorpo é captado pela
estreptavidina e os materiais ndo ligados sdo removidos por lavagem. O conjugado ligado é
medido por uma reacdo luminescente, sendo diretamente proporcional a concentracdo de
prolactina presente®. Por restricdes técnicas, ndo é possivel fazer a pesquisa de
macroprolactina no equipamento Vitros®5600. A viscosidade aumentada da solugdo de
polietileno glicol inviabiliza a realizagdo da pesquisa de macroprolactina neste equipamento.
Por isto, a pesquisa de macroprolactina foi realizada no sistema analitico Architect®(Abbott),

onde o PEG no interfere na metodologia da dosagem de prolactina®
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As dosagens laboratoriais foram realizadas na Plataforma Hospitalar do SML do HC/UFMG.
O levantamento dos dados da dosagem de prolactina nos Gltimos quatro anos foi obtido do

banco de dados computadorizado do SML.

44 VALIDACAO DO REAGENTE COMERCIAL DE PROLACTINA NO
EQUIPAMENTO ARCHITECT® (ABBOTT)

A validagéo do reagente comercial de prolactina incluiu estudos de preciséo, linearidade e

exatidao.

O equipamento utilizado foi o Architect® (Abbott), modelo i1000sr, nimero de série
11SR02139. O reagente utilizado foi o Prolactin ref.7K76-25, lote 48902U100, e o calibrador
foi o Prolactin calibrators ref.7K76-01, lote 51301U100. O imunoensaio foi padronizado
com o terceiro padrdo internacional para prolactina, 84/500, da Organizacdo Mundial de

Saude. A unidade de medida de prolactina utilizada foi ng/mL.

Para fins de validacdo, foram utilizados os parametros da especificacdo desejavel da qualidade
para a prolactina baseada na variacdo bioldgica (Tabela 2). A especificacdo da qualidade

analitica visa garantir que os resultados dos testes produzidos atendam a critérios clinicos.

Tabela 2 - Especificacdo desejavel da qualidade para a prolactina®

VARIACAO BIOLOGICA ESPECIFICACAO DESEJAVEL
(%) (%)
ANALITO - ERRO
CVi CVg IMPRECISAO BIAS TOTAL
Prolactina (soro) 23 35 11,5 10,5 29,4

Cvi — Coeficiente de Variacdo individual
CVg — Coeficiente de Variacdo em grupo
Bias — Erro sistematico



35

4.4.1 ESTUDO DA PRECISAO

O estudo de precisédo foi elaborado com base no documento do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI): EP05-A2 Evaluation of Precision Performance of Quantitative
Measurement Methods; Approved Guideline (2004)°".

Para o estudo da preciséo, foram utilizadas duas amostras de soro humano liofilizado com

concentracgdes distintas, uma dentro do intervalo de referéncia do fabricante e outra acima.

Em cada uma das duas amostras utilizadas neste estudo foram feitas quatro dosagens por dia
(preciséo intradia) durante cinco dias consecutivos (precisdo total), somando 20 medidas de
cada amostra. Foi avaliado se a margem do erro aleatério, medida em termos de coeficiente de

variacdo (CV), estava dentro do limite aceitavel.

Para a variacdo intradia, foi considerado aceitavel o CV <3,2% para a concentracdo de
prolactina de 7,05 ng/mL e <2,3% para a concentragdo de 35,25 ng/mL. Para a variacao total
foi considerado aceitavel o CV <4,4% para a concentracdo de prolactina de 7,05 ng/mL e
<3,3% para a concentracdo de 35,25 ng/mL. Estes valores de CV foram informados nas
instrucbes de uso do reagente comercial de prolactina do equipamento Architect®. A
especificacdo de qualidade clinica determinada para o estudo foi baseada na variacdo
bioldgica, cujo coeficiente de variacéo desejével para a impreciséo é de no maximo 11,5%°.

4.4.2 ESTUDO DA LINEARIDADE

O estudo de linearidade foi realizado com base no documento do CLSI: EP6-A Evaluation of
the Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A Statistical Approach, Approved
Guideline (2004)°%,

Para o estudo da linearidade foram utilizadas sete amostras de soro humano liofilizado, com

concentracdes decrescentes de prolactina numeradas de 1,0 a 7,0.
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As dosagens nas sete amostras foram realizadas em duplicata e a impreciséo foi calculada
pela diferenca das duplicatas e comparada ao coeficiente de variacdo desejavel para a
prolactina de até 11,5%".

Foi feito um estudo de regressao linear e adotado o coeficiente de determinacdo minimo de
0,99 como critério de aceitacdo. Foi avaliado se os resultados gerados foram linearmente

proporcionais a concentragdo de prolactina, dentro da faixa analitica do teste.

4.4.3 ESTUDO DA EXATIDAO (TESTES DE COMPARACAO)

Para 0 estudo da exatiddo (testes de comparacdo) foram usadas amostras de pacientes
coletadas no SML do HC/UFMG entre abril de 2015 e fevereiro de 2016.

Em ambos os estudos, foi estimada a inexatiddo do teste pela verificacdo da concordancia/
comparabilidade dos resultados das dosagens de prolactina realizados em dois sistemas
analiticos: o reagente comercial Prolactin, ref.7K76-25, lote 53913UI01 e o equipamento
Architect®(Abbott Diagnostics), considerado como método teste e o método considerado
comparativo, composto pelo reagente Prolactin (Ortho-Clinical Diagnostic, ref.184 9793,
lote 2010) e o equipamento Vitros® 5600 (Ortho-Clinical Diagnostics). O sistema Ortho-
Clinical Diagnostics foi previamente validado, quando entrou em uso no SML. As amostras
foram processadas em paralelo nos dois sistemas analiticos, comparando-se os resultados
obtidos, dentro de faixas de variagao aceitaveis.

O primeiro estudo, utilizado na rotina do SML do HC/UFMG, seguiu a Instrucdo de Trabalho
Operacional ITO 011 UFPML - Validacdo de Método Analitico. Foram realizadas
simultaneamente nos dois sistemas analiticos (Abbott e Ortho-Clinical) 20 dosagens de
prolactina durante quatro dias, cinco amostras por dia. Antes da realizacdo dos testes, as
amostras foram retiradas do freezer, deixadas em temperatura ambiente para o
descongelamento e, em seguida, foram homogeneizadas por inversdo, quatro a cinco vezes. A
dosagem de prolactina foi executada segundo o protocolo proposto pelos respectivos
fabricantes, respeitado o intervalo maximo de duas horas entre as dosagens das amostras nos
dois equipamentos. Foi avaliada a correlacdo e o grau concordéncia entre os resultados da
prolactina dosada como teste (Abbott) e da prolactina utilizada como comparativo (Ortho-

Clinical) com base na variacao biolégica (erro total desejavel para a prolactina: até 29,4%)°°.
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O segundo estudo comparativo, mais utilizado na literatura cientifica internacional, foi feito
com 40 amostras também dosadas simultaneamente nos dois equipamentos, cinco amostras
por dia durante oito dias. A concordancia dos resultados foi avaliada pela analise de disperséao
das diferencas entre as duas dosagens e as respectivas medias, pelo método de Bland-

Altman®°.

45 VALIDACAO DO INTERVALO DE REFERENCIA DE PROLACTINA
MONOMERICA POS-PEG

O estudo de validacdo dos intervalos de referéncia de prolactina monomerica p6s-PEG (um
intervalo para mulheres e um intervalo para homens) foi realizado com base no documento do
CLSI: Defining, Establishing and Verifying Reference Intervals in the Clinical Laboratory;
Approved Guideline (2008)".

Para a validacdo do intervalo de referéncia para prolactina monomérica p6s-PEG foram
selecionados 40 adultos saudaveis, sendo 20 homens com idade entre 21 e 51 anos (mediana

28 anos) e 20 mulheres com idade entre 23 e 61 anos (mediana 34 anos).

A pesquisa de macroprolactina foi conduzida nas 40 amostras, 20 amostras de mulheres e 20
amostras de homens, para validar os respectivos intervalos de referéncia. O procedimento do
teste esta descrito abaixo, no item 4.6. Os resultados de prolactina monomérica pés-PEG das
amostras dos 40 voluntarios foram comparados aos intervalos de referéncia de prolactina

monomérica p6s-PEG, padronizados por Beltran et al*, para o sistema Architect®:

- Mulheres: 3,73 a 16,37 ng/mL
- Homens: 3,40 a 10,80 ng/mL

O critério de aceitabilidade da verificacdo, de acordo com o documento do CLSI, foi de no
minimo 90% dos resultados dentro dos referidos intervalos. Assim, tanto no grupo feminino,
guanto no grupo masculino de 20 participantes cada, pelo menos 18 resultados de
concentracdo de prolactina monomérica pos-PEG deveria estar dentro do respectivo intervalo

de referéncia.
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4.6. PESQUISA DE MACROPROLACTINA

As dosagens de prolactina foram realizadas pelo teste Architect® Prolactin (Abbott
Diagnostics, IL, USA), um imunoensaio quimiolumunescente por microparticulas em duas
etapas (CMIA, do inglés Chemiluminescent Microparticle Immunoassay), com intervalo de
medicdo de 0,6 ng/mL a 200,0 ng/mL®. A unidade de medida de prolactina utilizada foi
ng/mL. As dosagens de prolactina foram realizadas no reagente comercial Prolactin,
ref.7K76-25, lote 53913U101 no equipamento Architect®(Abbott) antes e apds o tratamento
das amostras com polietileno glicol (PEG) 6000 Sigma®-Aldrich. Amostras de soro controle
em trés niveis (Lyphochek Immunoassay Plus Control, Bio-Rad lote 40300) foram ensaiadas

antes de todas as corridas analiticas.

O principio do teste no equipamento Architect®(Abbott) se fundamenta na combinacdo da
prolactina presente na amostra a microparticulas paramagnéticas revestidas de anticorpos
monoclonais antiprolactina. Apds uma etapa de lavagem, um conjugado de anticorpos
monoclonais antiprolactina marcados com acridinio € adicionado e se liga aos sitios néo
ocupados nas microparticulas revestidas por antiprolactina. Em seguida, solucbes pré-
ativadora e ativadora sdo adicionadas. A reacdo quimioluminescente resultante € medida em
unidades de luz relativas, sendo diretamente proporcional a concentracdo de prolactina na

amostra®*,

Para a pesquisa de macroprolactina foram selecionadas amostras hiperprolactinémicas de
pacientes coletadas no SML do HC/UFMG, no periodo compreendido entre dezembro/2014 e
fevereiro/2016. Foram 112 amostras de pacientes, 96 mulheres, com idade entre 18 e 80 anos
(mediana 38 anos), e 16 homens, com idade entre 21 e 65 anos (mediana 45 anos). As
amostras tinham concentragcdes de prolactina superiores aos intervalos de referéncia do

reagente comercial Prolactin/Abbott Diagnostics®*:

- Mulheres: 5,18 a 26,53 ng/mL
- Homens: 3,46 a 19,40 ng/mL.

As amostras dos pacientes foram retiradas do freezer até atingirem a temperatura ambiente.
Foram homogeneizadas por inversdo, quatro a cinco vezes e foi realizada a primeira dosagem

de prolactina. O tratamento com o PEG foi feito de acordo com Suliman et al, 2003'*. Foi
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realizado em tubos de poliestireno (12x75mm), onde foram adicionados 250puL de soro e
250pL de solugdo de PEG 25%. O PEG (ref.81260, lote BCBL5491V) foi diluido em tampéo
fosfato salino - PBS - Scimedx (ref.1601, lote 5790, pH 7,2 + 0,1) a 250g/L. O reagente foi
armazenado entre 2 e 8°C, por um periodo de até 14 dias*. Apés homogeneizacdo em vortex,
os tubos foram incubados por 10 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, foram
centrifugados a 1800 G, a 6°C, por 30 minutos para separacdo do sobrenadante, no qual foi

feita a segunda dosagem de prolactina.

Os resultados da concentracdo de prolactina nas amostras apds o tratamento com PEG foram
multiplicados por “dois” para corrigir a diluicdo com o PEG. Depois foram comparados com
o intervalo de referéncia de prolactina monomérica (pds-PEG) padronizado por Beltran et al,
2008*. Resultados de prolactina monomérica (p6s-PEG) dentro do intervalo de referéncia
indicavam a presenca de macroprolactinemia. Resultados de prolactina monomérica (pos-
PEG) acima do intervalo de referéncia indicavam a presenca de hiperprolactinemia

verdadeira.

Os resultados também foram avaliados pelo critério de porcentagem de recuperacdo de
prolactina, calculada a partir da equacdo (prolactina p6s-PEG/prolactina pré-PEG) x 100%.
Nesse calculo, foram utilizados os valores de concentracdo de prolactina p6s-PEG, apds
correcdo pelo fator de diluicdo (dois). Valores de recuperacdo <40% foram considerados
indicativos de macroprolactinemia Valores de recuperacdo >60% foram considerados
indicativos hiperprolactinemia verdadeira. VValores de recuperagdo entre 40% e 60% foram

20,43,44,72,73

considerados indeterminados . Foram comparados os resultados da pesquisa de

macroprolactina obtidos pelas duas diferentes abordagens de interpretacéo.

A frequéncia de macroprolactina na populacdo estudada foi calculada em percentual de
amostras positivas em relacdo ao total de amostras hiperprolactinémicas, com base nos
resultados de prolactina monomérica pés-PEG comparada aos intervalos de referéncia

apropriados.

Informacdes clinicas dos pacientes do estudo que tiveram resultado positivo para a pesquisa
de macroprolactina foram coletadas dos seus prontuérios de atendimento para verificacdo da
presenca de sintomas relacionados a hiperprolactinemia, de condutas terapéuticas e de

investigacao.
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4.7 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE GEL FILTRACAO

Um grupo de 25 amostras da pesquisa de macroprolactina foram encaminhadas para a GFC e
0s resultados foram comparados com a interpretacdo da pesquisa de macroprolactina pelo

intervalo de referéncia de prolactina monomérica pos-PEG deste estudo.

Para o processo de GFC foi empregada coluna de 0,9 cm de diametro por 30 cm de altura
contendo a resina Superdex™™ 200 e eluida com tampéo fosfato 20 mM, com 15 mM de NaCl.
As colunas foram calibradas com Dextran Azul e padres de proteinas de peso molecular
conhecido (Pharmacia fine Chemicals). A velocidade de eluicdo foi de 1,0 mL/min e
aliquotas de 0,9 mL foram coletadas para a posterior medida de prolactina. As amostras
classificadas com hiperprolactinemia verdadeira ou predominancia de prolactina monomérica
tiveram a area sob a curva correspondendo a prolactina monomérica >50% da area total da
eluicdo. As cromatografias foram realizadas no laboratério de pesquisa do professor Dr. José

Gilberto Vieira, na Escola Paulista de Medicina.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do presente trabalho foram expressos em nimeros e proporcdes, em se tratando
de variaveis discretas, e em medidas de tendéncia central e dispersdo, em caso de variaveis

continuas. Foram adotados nivel de significancia de p <0,05 e intervalo de confianca de 95%.

O estudo da linearidade foi feito por regressio linear e o coeficiente de determinagdo (r%)
minimo aceitivel foi de 0,99. Foi feita a comparacdo entre as médias das replicatas e a

estimacdo da regressao linear, frente a concentracao relativa.

No primeiro estudo de comparacdo, os resultados de prolactina do sistema analitico
Architect® e os do sistema Vitros®5600 foram avaliados por meio de regresséo linear simples
(minimos quadrados). Os critérios de aceitagdo especificados foram: coeficiente de correlacdo
linear (r) minimo de 0,975; a inclinacdo da reta proxima de 1,0 e indice de erro (a razéo da

diferenca entre os dois metodos e o erro total permitido) entre -1 e +1 para 95% das amostras.
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No segundo estudo de comparacéao, pelo método de Bland-Altman, o critério de aceitacdo foi
de 95% dos resultados dentro do intervalo: média das diferencgas + dois desvios padrdes.

A relacdo entre macroprolactinemia e género foi conduzida pelo teste do qui-quadrado.
Para a comparagdo das caracteristicas dos pacientes do estudo, varidveis continuas de
distribuicdo ndo-gaussiana em amostras independentes, foi utilizado o teste Mann-Whitney.

As analises estatisticas dos dados foram conduzidas nos programas Excel® Microsoft Office
Professional Plus 2010 e IBM® SPSS® Statistics, (Chicago, IL, USA) versio 18.0.
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5- RESULTADOS

5.1 DOSAGENS LABORATORIAIS

O numero de dosagens de prolactina realizadas no SML do HC/UFMG nos ultimos quatro
anos, entre maio de 2012 e abril de 2016, foi apresentado na Figura 4. A média de exames de
prolactina realizados por ano foi de 1070 e 35% dos resultados estavam acima dos valores de

referéncia do teste em uso Prolactin Vitros Immunodiagnostic Products®.
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Figura 4 - Total de dosagens de prolactina realizadas no Servi¢o de Medicina Laboratorial do

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, entre maio de 2012 e abril de
2016.
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52 VALIDACAO DO REAGENTE COMERCIAL DE PROLACTINA NO
EQUIPAMENTO ARCHITECT®(ABBOTT)

5.2.1 ESTUDO DA PRECISAO

Para os estudos de preciséo intradia e precisao total de prolactina, foram realizadas dosagens
das amostras “HOR 164" (valor alto) e “HOR 168 (valor normal), em quadruplicata, durante
cinco dias consecutivos. Os valores médios obtidos foram 34,9 ng/mL e 9,7 ng/mL para as
amostras HOR 164 e HOR 168, respectivamente. Os dados de variacdo intradia e total das
duas amostras e os resultados fornecidos no manual de instru¢bes do fabricante, Abbott
Diagnostics® sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Estudo de precisdo em duas amostras séricas com concentracdes distintas de
prolactina processadas no equipamento Architect®(Abbott), realizado no Servico de
Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais.

AMOSTRA “HOR 164” AMOSTRA “HOR 168”

PARAMETROS PRECISRODO  PRECISAODO PRECISAODO  PRECISAO DO

LABORATORIO FABRICANTE LABORATORIO FABRICANTE

Precisdo intradia

0, 0, 0, 0,
DP (CV) 0,529 (1,5%) 0,793 (2,3%) 0,217 (2,2%) 0,223 (3,2%)
Precisdo total 0 0 0 0
DP (CV) 0,715 (2,0%) 1,165 (3,3%) 0,237 (2,4%) 0,310 (4,4%)

DP - Desvio Padrdo: ng/mL
CV Coeficiente de Variacéo
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5.2.2 ESTUDO DA LINEARIDADE

Os resultados das dosagens de prolactina para o estudo de linearidade estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Estudo de linearidade da prolactina (ng/mL) no equipamento Architect®
(Abbott) realizado no Servi¢co de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

' DIFERENGA i
AMOSTRAS REPLICATAS REPLICATAS ~ MEDIA DAS DAS CONCENTRAGAO
1 2 REPLICATAS  REPLICATAS RELATIVA
(%)

IT1* 214,31 213,29 213,80 1,02 (0,48%) 1

IT2 195,69 198,64 197,17 2,95 (1,50%) 2

IT3 154,12 156,28 155,20 2,16 (1,39%) 3

IT4 118,71 115,86 117,29 2,85 (2,43%) 4

IT5 84,10 80,17 82,14 3,93 (4,78%) 5

IT6 40,14 40,17 40,16 0,03 (0,07%) 6

IT7 4,80 4,77 4,79 0,03 (0,63%) 7

* Foi necessaria diluicdo da amostra

As amostras foram processadas em duplicata. As amostras IT2 a IT7 tiveram a leitura direta
no intervalo de medicdo do teste. A leitura da amostra IT1 foi superior a linearidade (200,0
ng/mL)®, sendo reprocessada seguindo o protocolo de diluicdo automética do fabricante
(diluigdo 1/10).

Os resultados da estatistica da linearidade estdo representados na Tabela 5 e na Figura 5.

Tabela 5 - Estimativa dos coeficientes da equacgdo de regresséo linear. Estudo realizado
no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais.

ERRO

A A ~ *
POLINOMIO VARIAVEIS COEFICIENTES PADRAO TESTE t p
] b0 272,021 1,842 147,699 0,000
Linear
bl -38,348 0,383 -100,219 0,000
* Teste t

Na analise de regressdo, o0 modelo linear foi o que melhor se ajustou, com valor do indice de
determinacéo (r2) de 0,999, r2 ajustado de 0,999 e erro padrdo de 2,264.
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De acordo com a equacéo da regressao linear: y = b0 + b1*x1, a equacdo do experimento foi:

concentragdo média = 272,021 — 38,348*concentracdo relativa.

Por meio da equacdo da regressdo linear, foram calculadas as concentracdes estimadas e foi
construido o grafico da comparacdo entre as médias das replicatas e a estimacao da regressao
linear, frente a concentracéo relativa (Figura 5).

250,00
ey Legenda
200,00
o o }vf'l‘:'ll:l das
= replicatas
2 . —&— Regressio
: 150,00 linear
z
S 100.00
m
=
Q 50,00
)
<
o 0.00
-

1 2 3 4 5 6 7
Concentracio relativa

Figura 5 - Comparacéo entre as medias das replicatas da prolactina sérica e a estimacao da
regressdo linear, frente a concentracdo relativa. Estudo realizado no Servico de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais

A analise visual do gréafico da Figura 5 demonstrou a proximidade dos pontos que
representam a média das replicatas e 0s pontos correspondentes estimados pela regresséo
linear. O ponto mais alto da reta corresponde & amostra com concentracdo de prolactina
superior & linearidade do teste. Esta amostra foi submetida a uma diluigdo e se apresentou

distante do respectivo ponto estimado.
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5.2.3 ESTUDO DA EXATIDAO (TESTES DE COMPARACAO)

e TESTE DE COMPARACAO |

A andlise de regressdo foi utilizada para determinar a correlacéo entre os dois métodos, dentro
do erro total permitido de 29,4%, critério padronizado na especificagcdo desejavel de qualidade
para o teste de prolactina®. O resultado das 20 dosagens de prolactina realizadas em paralelo
nos equipamentos Architect®(Abbott) e Vitros®5600(Ortho-Clinical Diagnostics) e os dados

da regressdo linear estdo apresentados na Tabela 6 e na Figura 6.

Tabela 6 - Resultados de 20 dosagens séricas de prolactina (PRL) em ng/mL,
processadas nos equipamentos Architect® e Vitros 5600°, no Servico de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

AMOSTRA PRL _Test(g PRL_Cong@parativo PRL Comparativo - INDICE DE
(Architect™) (Vitros~5600) PRL Teste ERRO

1 2,91 3,70 0,79 -0,73
2 7,24 8,50 1,26 -0,50
3 9,24 11,20 1,96 -0,60
4 10,2 14,00 3,8 -0,92
5 13,04 15,80 2,76 -0,59
6 15,51 20,10 459 -0,78
7 17,81 21,40 3,59 -0,57
8 19,85 25,40 5,55 -0,74
9 11,08 12,30 1,22 -0,34
10 18,5 28,90 10,4 -1,22
11 36,27 39,20 293 -0,25
12 144,14 135,30 -8,84 0,22
13 54,04 61,70 7,66 -0,42
14 175,21 179,40 4,19 -0,08
15 96,75 96,70 -0,05 0,00
16 14,08 16,30 2,22 -0,46
17 57,18 53,60 -3,58 0,23
18 49,03 48,70 -0,33 0,02
19 10,31 12,50 2,19 -0,60
20 15,88 19,80 3,92 -0,67

Minimo 2,91 3,70 -10,4

Maximo 175,21 179,40 8,84

Média 38,91 41,23 2,31

Inclinagéo 1,027

Intercepto -3,41

Correlacéo (r) 0,997

(r) - coeficiente de correlacdo de Pearson
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Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados das dosagens de prolactina nos dois
equipamentos, a diferenca entre os resultados e o indice de erro. Apenas a amostra nimero 10
apresenta um indice de erro fora do intervalo (+1/-1). O coeficiente de correlacdo de Pearson
encontrado foi de 0,997.

Na Figura 6 estdo representados os pontos que correspondem as diferengas entre as dosagens
de prolactina (comparativo - teste) distribuidos ao longo da reta de regressdo e apenas um

ponto, o nimero 10 da Tabela 6, esta fora do limite aceitavel. Houve 95% de adequacao.

Legenda ot
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Figura 6 - Correlacéo entre os resultados de 20 dosagens séricas de prolactina, processadas nos
equipamentos  Architect®(Abbott) e Vitros®5600(Ortho-ClinicalDiagnostics), no Servico de
Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

e TESTE DE COMPARACAO II

O resultado de 40 dosagens de prolactina para verificagdo da concordancia dos testes nos
equipamentos  Architect®(Abbott) e  Vitros®5600(Ortho-Clinical Diagnostics) estdo
apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Resultados de 40 prolactinas séricas processadas nos equipamentos
Architect®(Abbott) e Vitros®5600(Ortho-Clinical Diagnostics), no Servico de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

TESTE | cowpARATIVO  DIFERENGADOS
AMOSTRA TESTES
ng/mL ng/mL
ng/mL
1 2,91 3,70 -0,79
2 7,24 8,50 -1,26
3 9,24 11,20 -1,96
4 10,20 14,00 -3,80
5 13,04 15,80 -2,76
6 15,51 20,10 -4,59
7 17,81 21,40 -3,59
8 19,85 25,40 -5,55
9 11,08 12,30 -1,22
10 18,50 28,90 -10,40
11 36,27 39,20 -2,93
12 144,14 135,30 8,84
13 54,04 61,70 -7,66
14 175,21 179,40 -4,19
15 96,75 96,70 0,05
16 14,08 16,30 -2,22
17 57,18 53,60 3,58
18 49,03 48,70 0,33
19 10,31 12,50 -2,19
20 15,88 19,80 -3,92
21 19,37 21,70 -2,33
22 17,60 21,40 -3,80
23 138,87 120,90 17,97
24 46,54 44,70 1,84
25 184,38 205,90 -21,52
26 36,86 47,60 -10,74
27 46,01 51,80 -5,79
28 163,24 135,80 27,44
29 39,96 39,30 0,66
30 198,64 124,50 74,14
31 101,63 106,70 -5,07
32 113,00 144,40 -31,40
33 72,22 77,10 -4,88
34 76,30 82,20 -5,90
35 80,79 66,10 14,69
36 182,34 173,80 8,54
37 40,27 38,70 1,57
38 82,98 79,30 3,68
39 32,30 43,30 -11,00
40 103,57 107,70 -4,13
Minimo 2,91 3,70 -31,40
Méximo 198,64 205,90 74,14
Média 63,88 63,94 -0,06

A média das diferencas entre os resultados das 40 dosagens de prolactina nos dois
equipamentos foi de -0,06. Os resultados das dosagens de prolactina no equipamento
Architect®apresentados variaram de 2,91 a 198,64 ng/mL e foram bem distribuidos ao longo

do intervalo de medico do teste (0,6 a 200,0 ng/mL®*).
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A concordancia foi avaliada a partir da dispersdo das diferencas entre as duas dosagens de
prolactina e a média das diferengas + dois desvios padrées, por Bland-Altman (Figura 7).
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Figura 7 - Dispersao das diferencas de 40 dosagens séricas de prolactina em relacdo a média das
diferencas + dois desvios padrdes (DP). As amostras foram processadas nos equipamentos
Architect®(Abbott) e Vitros®5600(Ortho-Clinical Diagnostics), no Servico de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Associando o requisito do erro total permitido para prolactina (até 29,4%)% ao gréfico de
dispersdo das diferencas das 40 dosagens de prolactina, foi mantido o nimero de duas
amostras fora dos limites de aceitagéo.(Figura 8).
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Figura 8 - Dispersao das diferencas de 40 dosagens séricas de prolactina em relacdo a média das
diferencas + dois desvios padrdes (DP), mais o limite do erro total permitido (ET). As amostras
foram processadas nos equipamentos Architect®(Abbott) e  Vitros®5600(Ortho-Clinical

Diagnostics), no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais.



5.3 VALIDACAO DO

50

INTERVALO DE REFERENCIA DE PROLACTINA

MONOMERICA POS-PEG

Os resultados dos testes laboratoriais dos 40 participantes (20 mulheres e 20 homens) nessa

etapa do trabalho estdo apresentados nas Tabelas 8 e 9. Esses dados, juntamente com as

informacdes clinicas dos voluntarios foram utilizados para avaliar a inclusdo dos mesmos na

pesquisa.

Tabela 8 - Resultados de testes laboratoriais de 20 mulheres voluntéarias. Os testes foram
realizados no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

TSH REATININA AST ALT PRL PRL pos-
MULHERES " IDADE mUIS/mL ¢ mg/dL U?L U/L ng/mL PEG
ng/mL
1 23 2,57 0,78 220 337 17,03 11,30
2 25 3,02 0,75 30,5 35,6 12,86 7,40
3 26 2,03 0,88 333 414 7,98 5,38
4 28 3,33 0,85 18,5 25,8 13,12 9,02
5 29 1,92 0,72 242 233 9,00 6,30
6 29 3,41 0,85 23,3 20,2 10,52 6,14
7 32 2,15 0,65 19,8 30,0 13,32 8,58
8 32 2,01 0,73 20,4 35 8,85 6,06
9 33 3,04 0,67 242 41,9 7,42 5,12
10 34 2,25 0,56 20,4 30,6 9,81 6,72
11 34 2,94 0,74 234 20,5 13,86 8,70
12 34 1,04 0,62 235 19 10,58 7,24
13 38 1,68 0,93 246 292 13,93 10,20
14 41 1,06 0,84 206 26,8 10,77 7,80
15 42 1,52 0,58 17,7 184 7,53 5,02
16 44 1,82 0,85 249 44,1 9,06 6,48
17 49 1,48 0,49 246 315 7,15 5,14
18 55 2,10 0,70 212 32,8 19,54 13,94
19 55 1,79 0,86 26,3 39,4 5,22 3,88
20 61 1,91 1,03 271 30,0 4,83 3,66
Minimo 23 1,04 0,49 17,7 184 4,83 3,66
Maximo 61 3,41 1,03 33,3 44,1 19,54 13,94
Média 37 2,15 0,75 235 30,5 10,62 7,20
Desvio padrdo 11 0,70 0,14 3,8 7,8 3,78 2,55

TSH - horménio estimulante da tiredide; AST —aspartato aminotransferase; ALT —alanina
aminotransferase; PRL — prolactina; PEG — polietileno glicol. Valores de referéncia: TSH:
0,465 a 4,680 mUI/mL; Creatinina: 0,52 a 1,04 mg/dL; AST: 15a46 U/L; ALT: 13a 69 U/L;

PRL: 5,18 a 26,53 ng/mL.
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Tabela 9 - Resultados de testes laboratoriais de 20 homens voluntarios. Os testes foram
realizados no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

PRL pos-
TSH CREATININA AST ALT PRL

HOMENS IDADE \yimL mgrdL UL UL  ngmL PEG

ng/mL

1 21 1,91 0,80 21,4 28,6 5,66 3,66

2 21 1,22 0,94 21,9 27,1 8,27 5,94

3 21 1,57 0,74 19,4 21,8 7,60 5,26

4 22 1,96 0,86 20,5 24,7 5,15 3,60

5 22 1,80 0,83 28,4 26,4 8,25 5,48

6 22 1,28 0,85 50,0 42,0 5,12 3,40

7 23 1,40 0,86 39,8 41,4 8,23 5,50

8 26 0,81 0,84 16,0 23,1 12,51 8,44

9 26 2,63 1,11 31,2 84,7 6,86 472

10 27 2,03 0,84 44,7 70,6 6,93 4,62

11 28 1,01 0,93 18,3 23,5 6,51 4,50

12 32 0,80 1,18 26,7 45,9 7,17 4,36

13 39 1,03 0,86 26,3 40,0 7,40 4,66

14 42 1,62 1,04 27,7 31,1 7,78 5,12

15 45 1,79 1,08 24,3 20,9 577 3,96

16 45 1,70 0,81 51,7 61,4 7,23 4,78

17 47 0,71 0,98 20,0 28,8 4,77 3,42

18 50 1,18 0,75 34,1 40,2 8,48 6,04

19 51 1,48 0,86 23,0 27,3 5,37 3,54

20 51 1,12 1,00 26,1 48,6 3,73 2,12

Minimo 21 0,71 0,74 16,0 20,9 3,73 2,72

Méaximo 51 2,63 1,18 51,7 84,7 12,51 8,44

Média 33 1,45 0,91 28,6 37,9 7,05 4,69
Desvio

padrédo 12 0,49 0,12 10,4 17,4 1,88 1,27

TSH - hormdnio estimulante da tiredide; AST —aspartato aminotransferase; ALT — alanina
aminotransferase; PRL — prolactina;PEG — polietileno glicol. Valores de referéncia: TSH:
0,465 a 4,680 mUI/mL,; Creatinina: 0,66 a 1,25mg/dL; AST: 15a46 U/L; ALT: 13 a 69 U/L,
PRL: 3,46 a 19,40ng/mL

Os resultados de prolactina monomérica p6s-PEG dos dois grupos acima representados foram

comparados com os respectivos intervalos de referéncia padronizados por Beltran et al*:

- Mulheres: 3,73 a 16,37 ng/mL
- Homens: 3,40 a 10,80 ng/mL

Dois voluntérios, um do sexo feminino e outro do sexo masculino, apresentaram concentragdo

de prolactina pds-PEG mais baixa do que os limites inferiores dos valores de referéncia.
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5.4 PESQUISA DE MACROPROLACTINA

Amostras de trés niveis de soro controle Lyphochek Immunoassay Plus Control, Bio-Rad lote
40300, foram ensaiados antes de todas as corridas analiticas e se mantiveram dentro dos

intervalos de referéncia padronizados pelo fabricante.

Os soros de 112 pacientes com hiperprolactinemia foram submetidos a pesquisa de
macroprolactina pela técnica de precipitacdo com PEG. Foram 96 mulheres (86%) com idade
entre 18 e 80 anos (mediana 38 anos), e 16 homens (14%), com idade entre 21 e 65 anos

(mediana 45 anos).

A prevaléncia de macroprolactinemia nas amostras hiperprolactinémicas do estudo foi de
19%. Num total de 112 pacientes estudados, 21 tiveram o resultado do teste positivo pela
avaliacdo da concentracdo de prolactina monomérica p6s-PEG comparada ao intervalo de

referéncia validado, sendo 19 mulheres e dois homens.
Os resultados referentes a idade, sexo, niveis séricos de prolactina basal e po6s-PEG e o
percentual de recuperacdo de cada participante se encontram no APENDICE A e no

APENDICE B.

A faixa etéria dos pacientes estudados foi apresentada na Figura 9.
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Figura 9 - Distribuicéo por faixa etaria das 96 mulheres e dos 14 homens do estudo, realizado no
Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais.
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O ndmero de pacientes do sexo feminino no estudo foi maior do que o do sexo masculino. A
distribuicdo por faixa etaria feminina mostrou uma menor frequéncia com o aumento da
idade. Ja a distribuicdo dos homens foi diferente, com nimero maior de participantes nos dois

extremos de faixas etarias: 18 a 29 anos e >60 anos.

A Figura 10 mostra a distribui¢do da frequéncia de macroprolactinemia em relagdo ao nivel

de prolactina total.

100,0
80,0
0 =
60.0 57,2% (n=12)
40,0
19% (n=4) 19,0% (n=4)
20,0
4,8% (n=1)
0,0 [ I
30-59 60-99 100-149 =150
Prolactina (ng/mL)

Figura 10 - Frequéncia (%) de macroprolactinemia em relacao ao nivel sérico de prolactina total
em 21 amostras processadas no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

A maioria dos pacientes com macroprolactinemia (76,2%) tinha o nivel sérico de prolactina
total abaixo de 100 ng/mL. Um paciente (4,8%) tinha a concentragdo sérica de prolactina total
entre 100 e 149 ng/mL e quatro pacientes (19%), > 150 ng/mL.

A distribuicdo da frequéncia de macroprolactinemia em mulheres e em homens foi

apresentada nas Figura 11 e ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,488).
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verdadeira

O Macroprolactinemia

Figura 11 - Distribuigédo da frequéncia de macroprolactinemia nas amostras de 96 mulheres e de
16 homens. Estudo realizado no Servi¢o de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Os resultados médios das dosagens de prolactina dos pacientes do estudo estdo apresentados

na Tabela 10.

Tabela 10 - Resultado médio das dosagens de prolactina dos 112 pacientes do estudo,
estratificado pelo tipo de prolactina. Estudo realizado no Servico de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

PARAMETROS HIPERPROLACTINEMIA MACROPROLACTINEMIA

VERDADEIRA _ p*
(n = 91) (n=21)

Idade (anos) 39+13 40 £ 13 0,715
Sexo:
Mulheres [nimero(%)] 77 (85%) 19 (90%)
Homens [numero(%)] 14 (15%) 2 (10%)
PRL Total :

Média + DP (ng/mL) 77,9+71,8 82,8 +72,6

Mediana (ng/mL) 54,3 49,0 0,961
PRL monomérica pos-
PEG :

Média + DP (ng/mL) 46,3 + 39,0 8,6 £4,0

Mediana (ng/mL) 33,8 7,6 <0,001
Porcentagem de
recuperacao:

Média (%) 62+11 15+10

Mediana (%) 65 14 <0,001

* Teste de Mann Whitney;

PRL — prolactina; PEG — polietileno glicol; DP — Desvio Padrao
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Os resultados da comparacédo entre as duas abordagens de interpretacdo do teste de pesquisa
da macroprolactina foram apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Comparacgdo dos métodos de interpretacdo da pesquisa de macroprolactina:
intervalo de referéncia de prolactina (PRL) monomérica pds-polietileno glicol (pos-
PEG) e % recuperacdo. Estudo realizado no Servico de Medicina Laboratorial do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais

PRL MONOMERICA PRL MONOMERICA

CRITERIOS elevada p6s-PEG normal pos-PEG TOTAL
> 60% de recuperacao 63 (56%) 0 63 (56%)
40-60% de recuperacao 23(21%) 0 23 (21%)
< 40% de recuperagéo 5 (4%) 21 (19%) 26 (23%)
TOTAL 91 (81%) 21 (19%) 112 (100%)

Todas as 21 amostras que tiveram o resultado de prolactina pds-PEG dentro do intervalo de
referéncia estudado, tiveram a confirmagdo de macroprolactinemia pela porcentagem de
recuperacdo, <40%. As amostras que tiveram resultado de prolactina p6s-PEG acima do
intervalo de referéncia estudado, ou seja, com indicacdo de hiperprolactinemia verdadeira,

tiveram interpretacdo divergente, pela porcentagem de recuperacdo, em 28 amostras.
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A distribuicdo dos resultados de prolactina monomérica pds-PEG das 96 pacientes do sexo
feminino em relagdo a porcentagem de recuperacao foi apresentada na Figura 12.
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Figura 12 - Distribuicéo dos resultados de prolactina monomérica p6s-PEG de 96 mulheres em
relacdo a porcentagem (%) de recuperacdo. A linha pontilhada corresponde a 16,37 ng/mL,
limite superior do intervalo de referéncia feminino. Estudo realizado no Servigo de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
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A distribuicdo dos resultados de prolactina monomérica pés-PEG dos16 pacientes do sexo
masculino em relacdo a porcentagem de recuperacédo foi apresentada na Figura 13.
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Figura 13 - Distribuicao dos resultados de prolactina monomérica p6s-PEG de 16 homens em-
relacdo a porcentagem (%) de recuperacdo. A linha pontilhada corresponde a 10,80 ng/mL,
limite superior do intervalo de referéncia masculino. Estudo realizado no Servigo de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Em ambos os graficos, no quadrante inferior esquerdo estdo representados os testes com
resultado de prolactina pds-PEG dentro do intervalo de referéncia e porcentagem de
recuperacdo <40%, indicativo de macroprolactinemia pelas duas abordagens de interpretacéo
da pesquisa de macroprolactina. No quadrante superior direito estdo representados os testes
com resultado de prolactina p6s-PEG acima do intervalo de referéncia e porcentagem de
recuperacdo >60%, indicativo de hiperprolactinemia verdadeira pelas duas abordagens de

interpretacdo da pesquisa de macroprolactina.
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Resultados mostrando excesso de macroprolactina e de prolactina monomérica foram
representados no quadrante inferior, a direita. Resultados de prolactina p6s-PEG acima do
intervalo de referéncia (excesso de prolactina monomérica) e porcentagem de recuperacao
entre 40% e 60% (indeterminados) foram representados do quadrante médio, a direita. Alguns
resultados de prolactina pds-PEG ficaram proximos aos valores de corte nos respectivos
gréficos (mulheres: 16,37 ng/mL; homens: 10,80 ng/mL)* e correspondem as amostras 33, 41,
43, 45, 55, 56 e 79 do apéndice A e a amostra 11 do apéndice B

O resultado da pesquisa de macroprolactina com a interpretacdo do teste pela comparagéo da
prolactina p6s-PEG com o intervalo de referéncia validado mostrou 21 casos de
macroprolactinemia (19%) e 91 de hiperprolactinemia verdadeira (81%). Trés amostras foram

identificadas como macroprolactinemia + excesso de prolactina monomérica.

Alguns dados clinicos dos pacientes com resultado positivo na pesquisa de
macroprolactinemia deste estudo foram apresentados na Tabela 12. As informacdes foram
buscadas nos prontuarios dos pacientes e tem possivel relacdo com a concentracdo serica
elevada de prolactina. Os medicamentos relatados por paciente ndo foram, necessariamente,

usados simultaneamente.
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Tabela 12: Dados dos pacientes com hiperprolactinemia e resultado positivo na pesquisa de
macroprolactina, em estudo realizado no Servi¢co de Medicina Laboratorial do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Pamen.tes Caragtgrlstlcas Medicamentos Testes de imagem  Diagnostico
(sexo, idade) clinicas
Risperidona, olanzapina Disturbio psiquiatrico
1- (F/18) P ' P grave
- Em tratamento de
§- (Maq) nfertilidade infertilidade
Abortamepto TCeRMNdesela  Hipotiroidismo
de.repeticao thrcica normais controlado
11- (F/24)  Parto: out/2015
Infertilidade 1% com Em tratamento de
13- (F/25) ciclos regulares infertilidade
Infertilidade 12 por Em tratamento de
14- (F/26)  azoospermia obstrutiva infertilidade
Disfunc&o erétil Tacrolimus, lamivudina Cirrose, hepatite B
15- (M/64) e anlodipina,
Dismenorreia,
infertilidade 22, Em tratamento de
abortamento de infertilidade
31- (F/32) repeticao
- Em tratamento de
a
43- (F/35)  'nfertilidade 1 infertilidade
. Ovario policistico,
Amenorreia,
! . Em tratamento de
infertilidade - o
45- (FI36) infertilidade
Hipotiroidismo, em
Infertilidade 12 tratamento de
46- (F/36) infertilidade
Esclerose sistémica,
Amenorreia Prednisona LES, fibrose pulmonar
51- (F/38) menopausa precoce?
éﬁg;}z&ento de Em tratamento de
55- (F/39) Ciclos regulares infertilidade
Cefaleia bifrontal RMN de sela tdrcica Trombose carétida
56- (F/39) Ciclos regulares normal
Galactorreia, Venlafaxina, RMN de sela tircica Depressédo,
57- (F/39) distarbios visuais (cabergolina) microadenoma Hipotiroidismo
_ |3|§per|don§,_|m|pram|na, RMN de sela tarcica H|po_t|r0|d|s_mo,
Amenorreia 12 acido valpraéico, normal esquizofrenia,
60- (F/40) (bromocriptina) Nefropatia diabética
- i TC de sela tlrcica Em tratamento de
a
62- (F/41) Infertilidade 1 (bromocriptina) normal infertilidade
Fluoxetina, nifedipina, TC de sela tarcica
65- (F/42) Sem alteracGes hidroclorotiazida normal Hipotiroidismo pos
menstruais (bromocriptina, RMN de sela tarcica radioiodo (controlado)
cabergolina) microadenoma
— :
Infe,rt_llldade 2 . (fator Em tratamento de
tubario) com ciclos infertilidade
70- (F/43)  regulares
72- (F/44)  Ciclos regulares Anemia falciforme
RMN: sela tdrcica Acromegalia, adenoma
84- (F/52) vazia hipofisario secretor GH
95-  (F/75) Depresséo, ansiedade,

TC: tomografia computadorizada; RMN: ressonancia nuclear magnética
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5.5 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE GEL FILTRACAO (GFC)
Registros graficos de cromatografia obtidos em coluna Superdex™ 200, caracteristicos de

macroprolactinemia (a) e de hiperprolactinemia verdadeira (b) foram apresentados na Figura

14.
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Figura 14 - Perfil de eluicdo de prolactina (PRL) obtido pela cromatografia em coluna de gel
filtracdo (Superdex™ 200, 0,9x30cm, aliquotas de 0,7 mL) em soro com macroprolactinemia (a)
e com hiperprolactinemia verdadeira (b).

A amostra da Figura 14(a) apresentou um pico na fracdo correspondente a macroprolactina
(60%) e apenas 18% de prolactina monomérica. A amostra da Figura 14(b) apresentou um

pico com area >50% de prolactina monomeérica, indicando hiperprolactinemia verdadeira.
Os registros graficos das 25 GFC realizadas se encontram no APENDICE C.

Os resultados e a interpretacdo da GFC de 25 pacientes foram apresentados na Tabela 13,
junto os com valores de prolactina antes e apds a precipitacdo com PEG e a porcentagem de
recuperacdo. Apenas o resultado da GFC da amostra 55(F), macroprolactinemia associada a

hiperprolactinemia verdadeira, foi diferente do resultado encontrado neste estudo,

macroprolactinemia isolada.
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Tabela 13 - Resultados da prolactina (PRL) sérica (ng/mL) antes e apds precipitacdo com
polietileno glicol (PEG), da porcentagem de recuperacdo de prolactina pds-PEG e da

cromatografia em coluna de gel filtracdo (GFC).

RESULTADO INTERPRETACAO
PACIENTE Pés-precipitagdo com PEG
Sexo
( ) PRL PRL pos- - - GFC
PEG ecuperacao
Macroprl: 9% Hiperprolactinemia
0, e .
2 (F) 38,0 20,9 55% Dimero: 18% verdadeira
PRL monomeérica: 73%
Macroprl: 15% Hiperprolactinemia
0, I'e .
3(F 195,7 93,5 48% D'mero,' _7% verdadeira
PRL monomeérica: 78%
Macroprl: 5% Hiperprolactinemia
0, e .
PRL monomeérica: 77%
Macroprl: 6% Hiperprolactinemia
0, e .
5(F) 40,9 29,0 71% Dlmero.l 1_6% verdadeira
PRL monomérica: 78%
Macroprl: 6% Hiperprolactinemia
0, I .
7 (F) 77,7 53,5 69% Dimero: 17% verdadeira
PRL monomérica: 77%
Macroprl: 4% Hiperprolactinemia
0, I .
PRL monomérica: 80%
Macroprl: 27% Hiperprolactinemia
0, I .
12 (F) 38,5 20,3 53% Dimero: 17% verdadeira
PRL monomérica: 56%
Macroprl: 51% Macroprolactina
14(F) 808 83 10% Dimero: 20% oaltivo
PRL monomérica: 29%
Macroprl: 48% Macroprolactina
15(M) 556 48 9% Dimero: 20% Doultivo
PRL monomérica: 23%
Macroprl: 5% Hiperprolactinemia
0, e .
21 (F) 125,6 74,9 60% D|merol_ 9% verdadeira
PRL monomérica: 86%
Macroprl: 10% Hiperprolactinemia
0, Ie .
25 (F) 84,3 53,4 63% Dimero: 10% verdadeira
PRL monomérica: 80%
Macroprl: 30% Macroprolactina
31(F) 460 64 14% Dimero: 31% Boultivo
PRL monomérica: 39%
Macroprl: 13% Hiperprolactinemia
B(F) 323 170 53% Dimero: 28% Perp

PRL monomérica: 59%

verdadeira
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(...continuacéo)

RESULTADO

Pds-precipitacdo PEG

INTERPRETACAO

PACIENTE  PRL ~PRLpés- .0 o GFC
(sex0) PEG peracéo
Macroprl: 4% Hiperprolactinemia
35 (F) 234,3 111,6 48% Dimero: 6% verdadeira
PRL monomérica: 90%
Macroprl: 59% Macroprolactina
8(F) 465 71 15% Dimero: 14% D0SitivO
PRL monomérica: 27%
Macroprl: 7% Hiperprolactinemia
49 (F) 72,2 41,8 58% Dimero: 12% verdadeira
PRL monomérica: 81%
Macroprl: 58% Macroprolactinemia +
55 (F) 310,2 14,5 5% Dimero: 7% Hiperprolactinemia
PRL monomérica: 35% verdadeira
Macroprl: 60% Macroprolactina
60 (F) 47,5 39 8% Dimero: 22% 00sitivo
PRL monomérica: 18%
Macroprl: 5% Hiperprolactinemia
61 (F) 184,4 140,3 76% Dimero: 7% verdadeira
PRL monomérica: 88%
Macroprl: 79% Macroprolactina
65 (F) 191,4 7,0 4% Dimero: 7% pOSitiVO
PRL monomérica: 14%
Macroprl: 5% Hiperprolactinemia
66 (F) 83,5 54,7 66% Dimero: 10% verdadeira
PRL monomérica: 85%
Macroprl: 3% Hiperprolactinemia
67 (F) 81,6 59,6 73% Dimero: 9% verdadeira
PRL monomérica: 88%
Macroprl: 27% Macroprolactina
79 (F) 36,9 16,4 44% Dimero: 26% positivo (?)
PRL monomérica: 47%
Macroprl: 59% Macroprolactina
84 (F) 40,0 3,6 9% Dimero: 21% 00sitivo
PRL monomérica: 20%
Macroprl: 5% Hiperprolactinemia
86 (F) 39,0 27,7 71% Dimero: 16%

PRL monomérica: 79%

verdadeira

F: sexo feminino; M: sexo masculino; PRL: prolactina (ng/mL); PEG: polietileno glicol;
macroprl: macroprolactina; GFC: cromatografia em coluna de gel filtracdo

GFC: PRL monomérica > 50%: hiperprolactinemia verdadeira
Valores de referéncia de PRL p6s-PEG

(Beltran et al, 2008)*

Mulheres: 3,73 - 16,37 ng/mL
Homens: 3,40 - 10,80 ng/mL

% de recuperacéo
< 40%: macroprolactina positivo
> 60%: hiperprolactinemia verdadeiro
40 — 60%: indeterminado
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6 - DISCUSSAO

A macroprolactina € um interferente comum nas dosagens de prolactina e deve ser
identificado, ja que pode representar uma causa relevante de erro diagnostico e levar a
investigacBes desnecessarias e tratamentos inadequados>®#. A solicitacdo da dosagem de
prolactina pelos servicos especializados é frequente na pratica clinica e um resultado com

acuracia é importante para um encaminhamento seguro do paciente.

A prevaléncia de macroprolactinemia nas amostras hiperprolactinémicas estudadas foi de

19%, valor que estd de acordo com os dados da literatura™®***,

A pesquisa de
macroprolactina pela precipitacdo com PEG com avaliacdo da concentracdo de prolactina
monomérica pds-PEG comparada a intervalos de referéncia adequados*** deve ser o método
de escolha para a rotina assistencial nos laboratérios clinicos por ser sensivel e especifico. A
identificacdo de pacientes com excesso simultdneo de macroprolactina e prolactina
monomérica bioativa foi o diferencial encontrado na abordagem de interpretacdo dos
resultados pelo critério de concentracdo de prolactina monomérica pds-PEG comparada a um
intervalo de referéncia de amostras de individuos saudaveis tratadas com PEG. O critério
convencional de interpretacdo pela porcentagem de recuperacdo de prolactina pds-PEG

identificou apenas macroprolactinemia isolada nestes pacientes.

O reagente comercial para a dosagem de prolactina em uso no SML faz parte do sistema
Vitros®5600 (Ortho Clinical Diagnostics), uma plataforma automatizada que reine varias
metodologias para a quantificacdo de diversos analitos. Devido a viscosidade aumentada da
solucdo de polietileno glicol, ndo é possivel realizar a pesquisa de macroprolactina neste
equipamento. Por isto, a pesquisa de macroprolactina foi realizada no sistema analitico

Architect®(Abbott), onde o PEG nio interfere na metodologia da dosagem de prolactina®.

Um novo sistema ou produto deve atender as especificacBes de desempenho analitico do
laboratdrio para assegurar que ele funcione conforme esperado e proporcione resultados
confiaveis®’. Desta forma, foi realizada a validacdo do reagente comercial de prolactina do
sistema Architect®(Abbott) para verificacdo, nas condices locais, do seu desempenho em
relacdo & precisdo (reprodutibilidade), linearidade (geragdo de resultados linearmente
proporcionais a concentracdo do analito, dentro do intervalo de medicdo) e exatiddo (teste de

comparabilidade). O estudo da verificacdo desses parametros faz parte das boas préaticas em
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laboratérios clinicos e deve sempre ser realizado na rotina do servico. O processo de
validacao fornece uma estimativa do erro presente no resultado do teste para que ele ndo afete
a interpretacdo do resultado nem comprometa o cuidado com o paciente®. Para alguns
experimentos deste estudo, foram adotados os requisitos da especificacdo desejavel de
qualidade para a prolactina, que é baseada na variacdo bioldgica: erro sistematico de 10,5%,
erro aleatério de 11,5% e erro total de 29,4%°°.

A interpretacdo dos resultados dos testes laboratoriais € feita pela comparacgéo do resultado da
amostra do paciente com um intervalo de referéncia. Este intervalo é estabelecido com
amostras de um grupo de individuos clinicamente saudaveis, com carateristicas demogréficas
proprias, selecionados por critérios cuidadosamente definidos®®. A validacdo dos intervalos de
referéncia para prolactina monomérica p6s-PEG propostos por Beltran et al* foi importante

para verificar sua aplicabilidade na nossa populacédo e sua adequacao a interpretacao clinica.

No estudo de precisdo, foram utilizadas duas amostras com concentracfes distintas de
prolactina, uma com valor alto e outra com valor normal, conforme preconizado pelo CLSI®’.
A imprecisdo intradia e a imprecisdo total foram menores do que a imprecisao declarada pelo
fabricante e ambas foram consideradas adequadas. A imprecisdo total também atendeu ao
critério clinico para as concentracbes de prolactina nas duas amostras testadas e 0s
coeficientes de variacdo (CV) ficaram abaixo do parametro de imprecisdo maxima aceitavel
(2,0% e 2,4% frente a 11,5%)*°.

No estudo da linearidade, a imprecisao estimada foi de 1,61% e ficou abaixo do valor maximo
admitido de 11,5%°, o que garantiu que a imprecisdo presente esteve sob controle e néo
reduziu a capacidade do teste para a identificacdo de uma ndo linearidade. O coeficiente de
determinacéo r? de 0,999, ficou acima do minimo aceitavel, 0,99. Portanto, o teste foi
considerado adequado, dentro da linearidade do reagente, 200 ng/mL®.

No estudo de comparacdo I, a concordancia das dosagens de prolactina nos dois sistemas
analiticos foi avaliada pela regresséo linear e a diferencga aceitavel entre os resultados foi
baseada no erro total desejével para a prolactina, até 29,4%°°. No estudo de comparacéo I, o
coeficiente de correlacédo linear (r) foi 0,997 (>0,975), a inclinacdo da reta foi 1,027 (proxima
de 1,0) e indice de erro foi adequado para 95% das amostras
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No estudo de comparacéo Il e no estudo 11 associado ao erro total, 95% dos resultados ficaram
dentro dos limites estabelecidos. Portanto, ndo foi encontrada diferenca significativa, do ponto
de vista clinico, entre os dois equipamentos [Architect® (Abbott) e Vitros®5600 (Ortho
Clinical Diagnostics)] com relacdo a dosagem de prolactina. O ponto que ficou mais distante
do limite de +2 desvios padrbes na Figura 7 corresponde a um paciente que teve resultado
positivo na pesquisa de macroprolactina. Esta amostra apresentou grande variacdo na
concentracdo de prolactina nas dosagens realizadas nos dois equipamentos devido a presenca
de um interferente importante. Isto mostrou que os dois sistemas analiticos utilizados para a
dosagem de prolactina Architect® (Abbott) e Vitros®5600 (Ortho Clinical) reconhecem de
forma diferente a macroprolactina. Ambos os testes foram padronizados com o terceiro
padrdo internacional para prolactina, 84/500, da Organizacdo Mundial de Salde®, mas cada
imunoensaio utiliza diferentes anticorpos, o que resultou na variagdo dos resultados®®. Em
todos os imunoensaios para dosagem de prolactina, a macroprolactina pode ser detectectada,

em diferentes graus*>*4437,

No presente estudo, optou-se pelos intervalos de referéncia de amostras de individuos
saudaveis tratadas com PEG, padronizados para o sistema Architect®(Abbott) e propostos por
Beltran et al®. Para estabelecer estes intervalos, eles utilizaram um nGmero maior de
participantes (93 mulheres e 53 homens) do que o0s outros pesquisadores que também
estabeleceram intervalos de referéncia de prolactina monomérica pés-PEG para 0 mesmo
sistema analitico: Germano et al* (46 mulheres e 4 homens) e Whitehead et al*® (49 mulheres
e 52 homens). Além disso, Beltran et al* validaram os resultados de seu trabalho com o
método de referéncia para a pesquisa de macroprolactina, a GFC, o que ndo foi feito nos
outros dois estudos citados. A faixa etaria dos voluntarios que participaram da validacdo dos
intervalos de referéncia do presente estudo foi de 23 a 61 anos no grupo feminino e de 21 a 51
anos no grupo masculino, valores proximos as idades dos participantes do trabalho de Beltran

et al* (19 a 59 anos no grupo feminino e 20 a 64 anos no grupo masculino).

Dois participantes, um do sexo masculino e outro feminino tiveram o resultado de prolactina
monomérica pos-PEG fora dos respectivos intervalos propostos. As concentracbes mais
baixas de prolactina sérica foram encontradas nos participantes com a idade mais alta, o que
corrobora os dados da literatura'’**%. As faixas de referéncia foram consideradas validas ja
gue 95% dos resultados de prolactina p6s-PEG dos participantes de ambos 0s sexos estiveram

dentro dos respectivos intervalos. Porém, constatamos que a maioria dos resultados de
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prolactina pds-PEG do grupo de mulheres e do grupo de homens estava abaixo dos valores
médios dos respectivos intervalos de referéncia. A média dos resultados de prolactina
monomérica pés-PEG encontrados no grupo das mulheres voluntarias deste estudo (7,20
ng/mL) ficou abaixo da média do intervalo proposto por Beltran et al* (intervalo de 3,73 a
16,37 ng/mL, media 10,05 ng/ml). A média dos resultados de prolactina monomérica pos-
PEG encontrados no grupo dos homens voluntarios deste estudo (4,69 ng/mL) também ficou
abaixo da média do intervalo proposto por Beltran et al* (intervalo de 3,40 a 10,80 ng/mL,
média 7,10 ng/ml). Isto pode ter ocorrido devido a diversidade das populacdes estudadas e a
repadronizacdo do reagente comercial do imunoensaio de prolactina pela Abbott em 2013,
quando foi informado pela empresa que valores mais baixos de prolactina poderiam ser

encontrados a partir daquela data®.

A prevaléncia de macroprolactinemia encontrada nas amostras hiperprolactinémicas dos
pacientes do presente trabalho foi de 19%, valor consistente com os dados da literatura.
Estudos que fizeram a pesquisa da macroprolactina em amostras hiperprolactinémicas
apresentaram uma prevaléncia entre 15% e 35%°. Esta ampla variacdo pode ser explicada
pelas diferengas das populagdes estudadas e pelos diferentes imunoensaios utilizados nas
dosagens de prolactina. Um programa de ensaio de proficiéncia no Reino Unido mostrou uma
prevaléncia de macroprolactinemia em amostras hiperprolactinémicas no sistema
Architect®(Abbott) entre 16-17%*. Dois estudos que utilizaram o imunoensaio do sistema
Architect® apresentaram os resultados de prevaléncia de macroprolactinemia em amostras
hiperprolactinémicas de 21,5%* e 14,9%"

A idade das pacientes do sexo feminino do presente estudo variou de 18 e 80 anos (mediana
38 anos). Observou-se maior nimero de dosagens alteradas de prolactina na idade reprodutiva
da mulher. Ja no grupo masculino, idade entre 21 e 65 anos (mediana 45 anos), houve mais
dosagens com valores elevados de prolactina nas faixas etarias abaixo de 30 e acima de 60
anos de idade. A hiperprolactinemia é reconhecidamente uma condi¢do mais prevalente em

mulheres®”*°.

Nos resultados do presente estudo, a presenca de macroprolactinemia ndo se relacionou ao
género. A porcentagem de macroprolactinemia nos pacientes estudados, 20% no grupo
feminino e 12,5% no grupo masculino, foi semelhante aos resultados encontrados por Gibney

et al®, 24% no grupo feminino e 12% no grupo masculino.



67

As amostras hiperprolactinémicas do presente estudo foram aliquotadas e armazenadas ao
longo de 15 meses (entre dezembro/2014 e fevereiro/2016) de forma consecutiva. Um critério
utilizado para a selecdo das amostras foi a concentracdo sérica de prolactina total acima dos
limites superiores dos intervalos de referéncia fornecidos nas instrucdes de uso do reagente
comercial de prolactina do equipamento Architect®(Abbott): 19,4 ng/mL para homens e 26,5
ng/mL para mulheres®’. Alguns autores selecionaram, para seus estudos, amostras com

concentracdo de prolactina acima dos valores de referéncia’*

Oou com concentracdo >28
ng/mL* ou >30 ng/mL*7">"® ou >33 ng/mL®***. Vieira’’ sugeriu que um valor igual ou
maior que o dobro do limite superior do intervalo de referéncia poderia ser considerado como
francamente anormal e ser o valor de corte para selecdo de amostras hiperprolactinémicas a
serem estudadas. Se este critério sugerido por Vieira fosse adotado no presente estudo, 53%
das amostras identificadas com presenca de macroprolactinemia ndo teriam sido incluidas no

trabalho.

Dos 21 pacientes com resultado positivo na pesquisa de macroprolactina, 16 (76,2%) tinham a
concentracdo sérica de prolactina total inferior a 100 ng/mL, um (4,8%) apresentava o nivel
sérico de prolactina total entre 100 e 149 ng/mL e quatro pacientes (19%) apresentavam o
nivel sérico de prolactina total superior a 150 ng/mL. Alguns estudos mostraram que a
maioria dos pacientes com macroprolactinemia tinha a concentragdo sérica de prolactina total
inferior a 100 ng/mL**9"3, Vallette-Kasic S et al*® encontraram 91% dos 106 pacientes
estudados com macroprolactinemia com prolactina sérica total <100 ng/mL. Vale ressaltar
que grandes variagdes nos resultados das dosagens de prolactina em diferentes imunoensaios
podem ocorrer®. Dos quatro pacientes deste estudo com resultado de prolactina sérica total
superior a 150 ng/mL e teste positivo para macroprolactinemia, apenas dois tinham amostras
suficientes para serem encaminhadas para a GFC. O resultado de macroprolactinemia isolada
do paciente com prolactina sérica total de 191,4 ng/mL foi confirmado pela GFC. O resultado
de macroprolactinemia isolada do paciente com prolactina sérica total 310,2 ng/mL foi
diferente do resultado de excesso simultdneo de macroprolactina e prolactina monomérica
evidenciado pela GFC. Este paciente tinha concentracdo sérica de prolactina total acima da
linearidade do teste (>200 ng/mL) e prolactina p6s-PEG préxima ao limite superior do

intervalo de referéncia (valor de corte).

Ambos o0s grupos de pacientes, com hiperprolactinemia verdadeira e com

macroprolactinemia, apresentaram alguns parametros semelhantes: ndo houve diferenca
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significativa na média de idade dos dois grupos nem nos valores médios de prolactina total.
Os valores médios de prolactina total sugerem que a maior parte dos pacientes com
hiperprolactnemia verdadeira do presente estudo ndo eram portadores de prolactinoma. Ja o
valor médio de prolactina monomérica pds-PEG foi maior no grupo de pacientes com

hiperprolactinemia verdadeira em relagdo ao grupo dos pacientes com macroprolactinemia.

Nos pacientes com hiperprolactinemia verdadeira a maior porcentagem de recuperacdo de
prolactina pos-PEG encontrada foi 76%. N&o seria esperado encontrar um valor acima de
80%, ja que aproximadamente 20% da prolactina monomérica pode ter sido precipitada pelo
PEG, junto com a isoformas de alto peso molecular da prolactina, conforme relatos da

literatura®*®,

A abordagem de interpretagdo da pesquisa de macroprolactina pela comparagédo da
concentracdo de prolactina monomérica p6s-PEG com intervalos de referéncia de amostras de
individuos saudaveis tratadas com o PEG possibilitou a identificacdo de trés pacientes com
macroprolactinemia concomitante ao excesso de prolactina monomérica pos-PEG. Estes trés
pacientes teriam resultado de macroprolactinemia isolada, caso os testes fossem interpretados
pelo critério convencional de porcentagem de recuperacdo de prolactina p6s-PEG. Um quarto
paciente com excesso concomitante de macroprolactina e prolactina monomérica deste estudo
foi identificado pela GFC. A macroprolactina pode ser a forma circulante em maior
proporcdo, porém a prolactina monomeérica bioativa pode estar presente em excesso,

simultaneamente'**8.

A proporcdo de pacientes identificados com macroprolactinemia
concomitante a hiperprolactinemia verdadeira no presente estudo & semelhante a taxa
encontrada por Germano et al**, que avaliaram 172 casos. J4 Whitehead et al** encontraram

apenas um paciente (0,6%), entre os 175 estudados.

Pela interpretacdo convencional da pesquisa de macroprolactina, 23 pacientes (21%) tiveram
o0 resultado indeterminado entre 40 e 60% de recuperacdo. Todos tinham a concentracdo de
prolactina p6s-PEG elevada em relacdo aos limites superiores dos intervalos de referéncia,
com indicacdo de hiperprolactinemia verdadeira, o que foi confirmado nas amostras
disponibilizadas para a GFC. Podemos dizer que neste trabalho a porcentagem de recuperagédo

de 40% foi o valor de corte entre macroprolactinemia e hiperprolactinemia verdadeira. Porém,
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pacientes com excesso simultdneo de macroprolactina e prolactina monomérica ndo foram

identificados com esta interpretacéo

De um total de 112 pacientes estudados, oito tiveram resultados de concentracao de prolactina
pos-PEG proximos aos valores de corte dos intervalos de referéncia. Destes oito, trés
pacientes tiveram suas amostras encaminhadas para GFC e dois tiveram o0s resultados
encontrados no presente estudo confirmados pela GFC. O resultado de hiperprolactinemia
verdadeira de um paciente foi confirmado pela GFC. Um resultado borderline de dificil
interpretacdo encontrado neste estudo e também na GFC pode ser melhor compreendido com
os dados do paciente: pseudo-hermafroditismo, hiperplasia congénita de supra-renal, resultado
indeterminado de pesquisa de macroprolactina anterior, RMN de sela tarcica normal e
hiperprolactinemia leve persistente. Um resultado de macroprolactinemia isolada, encontrado
neste estudo foi diferente do resultado da GFC, de macroprolactinemia associada ao excesso

de prolactina monomérica.

Whitehead et al*® utilizaram o fator 1,2 para multiplicar os resultados de prolactina pés-PEG,
para compensar a fracdo de prolactina monomeérica precipitada (20%). No presente trabalho,
caso fosse utilizado este fator, 0 nimero de resultados indeterminados seria menor. Porém, em

14,44,48,78,79

outros trabalhos semelhantes na literatura , 0 Unico fator utilizado foi para corrigir a

diluicdo feita no tratamento da amostra com o PEG.

Dos 21 pacientes deste estudo com resultado positivo para a pesquisa de macroprolactina, dez
pacientes se encontravam em investigacdo para infertilidade, trés pacientes apresentavam
distdrbios menstruais, uma paciente apresentava galactorreia e um paciente apresentava
disfuncdo erétil. As caracteristicas clinicas da hiperprolactinemia foram encontradas na
maioria dos pacientes com teste positivo na pesquisa de macroprolactina. No entanto nenhum
paciente apresentou uma clinica classica de hiperprolactinemia com amenorreia e galactorreia
ou disfuncdo sexual revertida com tratamento medicamentoso. A alta taxa de infertilidade
encontrada neste estudo pode ser explicada pelo grande numero de pacientes encaminhados

ao servico de referéncia em reproducdo humana assistida do HC/UFMG.

Dos 21 pacientes deste estudo com resultado positivo para a pesquisa de macroprolactina, dez
tiveram o resultado de prolactina total aumentada como um achado recente e ndo foram

encontradas mais informacoes relacionadas a este dado em seus prontuarios. Dos outros 11
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pacientes, sete (64%) tiveram a dosagem sérica de prolactina repetida muitas vezes e foram
submetidos a testes de imagem (tomografia computadorizada e/ou ressonancia nuclear
magnética para sela turcica), sendo que dois apresentaram microadenoma selar. Estes dois
resultados de microadenoma podem ndo ter significado clinico e um destes pacientes (65F)
tem resultado de macroprolactimenia isolada confirmado pela GFC. Quatro pacientes (36%)
fizeram uso de agonistas dopaminérgicos. Apesar do numero reduzido de pacientes com
macroprolactinemia no presente estudo, estes dados foram corroborados pelo estudo de 106
pacientes com macroprolactinemia de Vallette-Kasik et al*’, onde 76% dos pacientes foram
submetidos a testes de imagem e 42% fizeram uso de terapéutica dopaminérgica. Alteraces
menstruais e galactorreia s&o comuns em pacientes com hiperprolactinemia verdadeira, mas
sd0 encontrados, com frequéncia, em pacientes com macroprolactinemia”*®". H4 vérios
relatos de investigacdes desnecessarias e tratamentos inadequados em pacientes com
concentracdo sérica elevada de prolactina, depois explicada pela macroprolactinemia'*="%.
Nos pacientes com macroprolactinemia, a frequéncia de imagens anormais da hipofise, até

20%, é semelhante & encontrada na populacdo em geral***79%

As pacientes com
macroprolactinemia e prolactina monomérica normal devem ser avaliadas corretamente
quanto a irregularidades menstruais e infertilidade pois outras causas destes sintomas podem

coexistir com a macroprolactinemia®.

A pesquisa de macroprolactina deve ser incluida no diagnodstico diferencial de
hiperprolactinemia®”®2. A suspeita de macroprolactinemia deve ser considerada sempre que a
historia clinica e/ou exames de imagem forem incompativeis com resultados elevados de
concentracdes séricas de prolactina™*. Por outro lado, a macroprolactinemia ndo exclui a
possibilidade da presenca de um adenoma de hipofise’>®. Hauache et al®® encontraram testes
de imagem normais em pacientes assintomaticos com macroprolactinemia e sugeriram que
testes de imagem fossem realizados em pacientes com macroprolactinemia e caracteristicas

clinicas relevantes.

Recentemente a American Association of Clinical Endocrinologists e 0 American College of
Endocrinology Disease reconheceram a relevancia clinica da macroprolactina como
interferente nos imunoensaios para a dosagem de prolactina. Foi recomendado que, na
presenca de hiperprolactinemia, a macroprolactina seja levada em consideragcdo sempre que

houver inconsisténcia no quadro clinico, achados de imagem e/ou resposta ao tratamento®®.
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Portanto, € importante que os laboratdrios clinicos tomem conhecimento sobre a interferéncia
da macroprolactina no imunoensaio em uso e disponibilizem, na rotina laboratorial, a

pesquisa de macroprolactina.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, apresentamos a proposta da dosagem
de prolactina sérica passar a ser realizada no sistema analitico Architect®(Abbott) e que seja
implantado o teste da pesquisa de macroprolactina pela precipitagdo com polietileno glicol no
SML do HC/UFMG. Assim, sera possivel a identificacdo de macroprolactinemia nas amostras
hipeprolactinémicas e a quantificacdo da concentracdo de prolactina monomérica pés PEG a
ser comparada aos intervalos de referéncia adequados.

O presente trabalho apresentou algumas limitacdes: todas as 112 amostras estudadas na
pesquisa da macroprolactina deveriam ter seu resultado confirmado pela GFC; nem todas as
amostras tiveram volume de soro suficiente para serem armazenadas em duplicata; os
procedimentos de selecdo e acondicionamento das amostras poderiam ser aprimorados

visando maior casuistica.

Como perspectivas futuras, propde-se a realizacdo de um estudo de viabilidade do
estabelecimento de intervalos de referéncia de prolactina monomérica p6s-PEG no SML do
HC, UFMG e a elaboracdo de um projeto de analise clinica retrospectiva de todos 0s

pacientes que participaram deste trabalho.
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7- CONCLUSOES

- O SML do HC/UFMG realiza, em média, 1070 dosagens de prolactina por ano e 35% dos

resultados sao elevados em relacdo aos valores de referéncia adotados;

- O reagente comercial para dosagem de prolactina no equipamento Architect®(Abbott), um
imunoensaio imunométrico por quimiolumunescéncia, pode ser utilizado na rotina do SML. A
validacdo deste reagente forneceu resultados dentro das especificacdes de desempenho
analitico previamente estabelecidas, 0 que assegura a geracdo de resultados clinicamente
validos;

- A verificacdo dos intervalos de referéncia selecionados para o estudo foi adequada.

- A interpretacdo do resultado da pesquisa de macroprolactina pela comparacdo da
concentracdo de prolactina monomeérica p6s-PEG com um intervalo de referéncia de amostras
de individuos saudaveis tratadas com PEG apresentou maior especificidade no diagnéstico de
hiperprolactinemia verdadeira do que a abordagem convencional de porcentagem de
recuperacdo de prolactina pds-PEG e identificou casos de excesso simultaneo de

macroprolactina e de prolactina monomeérica bioativa.;

- A prevaléncia de macroprolactinemia nas amostras hiperprolactinémicas do presente estudo

foi de 19%, o que esta de acordo com a literatura;

- Os resultados da pesquisa de macroprolactina pela comparagdo da concentragdo de
prolactina monomérica pds-PEG com um intervalo de referéncia adequado sdo confiaveis,

dado o alto grau de concordancia com os resultados obtidos com a GFC;

Concluindo, a abordagem de interpretacdo do teste pela comparagdo da concentragdo de
prolactina monomeérica pos-PEG com um intervalo de referéncia de amostras de individuos
saudaveis tratadas com o PEG deve ser adotada, pois apresentou melhor desempenho do que o
critério convencional. Recomenda-se a implantacéo do teste pesquisa de macroprolactina pela
precipitacdo com o PEG como triagem para todas as amostras hiperprolactinémicas do SML
do HC, UFMG.
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ANEXOS

ANEXO 1- APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 40340514.3.0000.5149

Interessado(a): Prof. Anténio Ribeiro de Oliveira Junior
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 25 de fevereiro de 2015, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo
da implantagdo da pesquisa de macroprolactina pela avaliacdo de
prolactina monomérica pés-polietileno glicol em amostras
hiperprolactinémicas numa plataforma hospitalar de nivel
terciario" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano ap6s o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

ﬁr/ﬁc, (g ”'ad‘v@% ‘41"‘*7’3 _
Profa. Dra. Telnfa Campos Medeiros Lorentz

Coordenadora do COEP-UFMG

Ay Pres. Amonio Carlas, 6627 - Unidade Administrotiva 1] - 2° undar - Sala 2005 - Cep:31270-90] - RU-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail. cocpdprpyuling b
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ANEXO 2 — APROVACAO DA DIRETORIA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO
DO HC, UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais

Hospital das Clinicas

Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo.

Hospital oas Clinicos

Belo Horizonte, 05 de Novembro de 2014

PROCESSO: N° 144/2014 “Estudo da Iimplantagdo da pesquisa de
macroprolactina pel avaliagao de prolactina monomérica pés-polietileno glicol em
amostras hiperprolactilénicas numa plataforma hospitalar de nivel tercidrio”

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordancia com o parecer da Comissao de Avaliagdo Econdmico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovacgdo pelo COEP/UFMG em 20/09/2014,
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional. Solicitamos
enviar & DEPE relatério parcial ou final, apés um ano.

Atenciosamente,

Prof® Alexandre Rodrigues Ferreira
Diretor da DEPE/HC-UFMG

Sr

Prof®* Antdnio Ribeiro de Oliveire Janior
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

COC: 12217 9850034.72 + Av. Prof Alfredo Balena, 110 - 1" andar
Bairra Santa Bftgenia - CEP 301 30-)00 - Reio Norizome - MG
Telefiome: (11) 39090379 24099375 « FAX: (51) 34099380 - depei) hu.wfing bv
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ANEXO 3 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo da pesquisa: Estudo da implantagdo da pesquisa de macroprolactina pela avaliacao de
prolactina monomérica pods-polietileno glicol em amostras hiperprolactinémicas numa
plataforma hospitalar de nivel terciario

Pesquisadores:

Anténio Ribeiro de Oliveira Janior (telefone de contato: 3409-9552)
Leonardo de Souza Vasconcellos (telefone de contato: 3409-9774)

Maria do Carmo Dias Gontijo (telefones de contato: 3409-9011 e 8725-5898)

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG:
Telefone: (31) 3409-4592 Endereco: Av. Presidente Antdnio Carlos, 6627 — Unidade
Administrativa Il, Sala 2005 — 2° andar — Pampulha, Belo Horizonte/MG - CEP: 31270-901

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de um estudo que tem por objetivo
implantar a pesquisa de macroprolactina pela avaliacdo da prolactina monomérica apds o
tratamento da amostra com polietileno glicol. Este trabalho é importante, pois a
macroprolactina é um interferente comum nas dosagens do hormonio prolactina, ndo tem
significado patoldgico e ndo requer tratamento. Os beneficios deste estudo estdo relacionados
a correta diferenciacdo entre a hiperprolactinemia verdadeira e a concentracdo elevada de
macroprolactina. Isto pode evitar um diagnostico errado, a realizacdo de testes de imagem
sem necessidade, tratamentos inadequados e preocupacdo desnecessaria para 0s pacientes e
seus meédicos.

Os formularios serdo identificados por nimeros e os dados coletados serdo utilizados
apenas para fins dos objetivos da pesquisa em foco. Fica garantido o sigilo das informagdes,
assim como o direito de vocé retirar o0 seu consentimento a qualquer tempo. O seu nome nédo
sera divulgado em nenhum momento. Apds o término da pesquisa, 0os dados coletados serdo
armazenados e ficardo sob a responsabilidade dos pesquisadores que assumem 0 COMPromisso
de preservar seu anonimato e utilizad-los apenas para fins cientificos. Caso vocé queira ter
acesso aos resultados dos seus exames, eles ficardo disponiveis na Secretaria de Resultados do
Servigo de Medicina Laboratorial do HC, UFMG. Se o resultado de algum dos seus exames
estiver alterado, vocé serd contatado e encaminhado ao Servigo de Endocrinologia do Hospital
das Clinicas da UFMG.

Vocé ndo tera nenhum gasto e também nenhum ganho financeiro para participar. Em
caso de recusa, vocé nédo sera penalizado (a) de forma alguma.

Os riscos e desconforto envolvidos nesta pesquisa sao os inerentes a disponibilidade
de tempo para a aplicacdo do questionario e a realizacdo da coleta de sangue periférico. Nesse
caso, eventualmente, poderdo ocorrer hematoma e dor localizados, que serdo minimizados
pela realizacdo da coleta de sangue por profissionais capacitados. Caso queira, vocé podera
solicitar quaisquer informacdes adicionais e a qualquer tempo aos pesquisadores responsaveis.
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Ap0s ser esclarecido (a) sobre as informag6es anteriores, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é
do pesquisador responsavel.
Eu, , declaro que li as informacgfes do
TCLE acima, esclareci minhas duvidas, aceitei participar do “Estudo da implantacdo da
pesquisa de macroprolactina pela avaliacdo de prolactina monomérica pés-polietileno glicol
em amostras hiperprolactinémicas numa plataforma hospitalar de nivel terciario” e 0 assino
livremente. Fui devidamente informado e esclarecido sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacéo.
Autorizo a utilizacdo dos dados coletados e de minhas amostras séricas para os fins cientificos
relatados. Foi-me garantido o sigilo das informagbes e sei que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data : / / /
Assinatura do participante:
Assinaturas dos pesquisadores:
Maria do Carmo Dias Gontijo:
Antonio Ribeiro de Oliveira Junior:
Leonardo de Souza Vasconcellos:
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ANEXO 4 - FORMULARIO DE PESQUISA

Telefone Profisséo:
Data de nascimento: Sexo: ( )F ( )M
Peso: Kg Altura: cm

1) Vocé tem ou teve algum problema de saude nos Gltimos seis meses?
() Sim. Qual?
() Néo

2) Vocé tem alguma doenca cronica?
() Sim. Qual?
() Néo

3) Vocé toma algum tipo de medicamento?

() Sim. Qual e com que frequéncia?
( ) Néo
4) Possui diagndstico de hipertensdo arterial sistémica, doenca hepatica, insuficiéncia

renal, insuficiéncia adrenal, SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), sindrome
nefrotica, doenca tiroidiana ou outras autoimunidades?

() Sim. Qual?
( ) Néo

5) Se mulher: Ha possibilidade de vocé estar gravida? () Sim. () Néo

6) Se mulher: Estd amamentando? ( ) Sim. () N&o
7) Se mulher: Vocé faz uso de anticoncepcional? () Sim. ( ) Nao
8) Se mulher: Vocé faz terapia de reposi¢cdo hormonal? () Sim. ( ) Néo

Elegivel? ( ) SIM ( ) NAO

Médico: Data:
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ANEXO 5 - HOOK EFFECT AND LINEAR RANGE IN PROLACTIN ASSAYS:
DISTINCT CONFOUNDING ENTITIES

Pituitary
DOI 10.1007/s11102-014-0632-3

Hook effect and linear range in prolactin assays: distinct

confounding entities

Maria do Carmo Dias Gontijo * Leonardo de Souza Vasconcellos

Antonio Ribeiro-Oliveira Jr.

© Springer Science+Business Media New York 2015

Dear Editor,

Ever since the description of the first immunoassay by
Yalow and Berson [1], the use of antibodies to measure
hormones has assisted in the establishment of disease
diagnosis and prognosis. In the first competitive assays,
endogenous antigens and radioisotope-labeled antigens
competed for limited quantities of antibody binding sites.
With the advancement of technology came the immuno-
metric assays, in which capture antibodies are immobilized
in a solid phase and second antibodies are labeled with a
signal generator. Those antibodies bind to different epi-
topes of the antigen to be quantified, thus forming a
“sandwich”. The development of monoclonal antibodies
and sandwich tests using fluorescent or chemiluminescent
markers immensely improved assay sensitivity compared
to the classic radioimmunoassays [2].

Among the potential flaws involving immunoassays are
the hook effect, also known as prozone phenomenon, and
the reporting of concentrations outside the dynamic (linear)
range of the assay. Importantly, these two distinct issues
have often been confused, especially in prolactin (PRL)
immunoassays, where inappropriately low levels of pro-
lactin are sometimes reported in macroprolactinomas.

The antigen-antibody interaction in a given immuno-
assay depends primarily on the relative antigen-to-antibody
proportion (Fig. 1). Excess amounts of either could com-
promise the appropriate formation of the immunocom-
plexes. Extremely high concentrations of any analyte/

M. do Carmo Dias Gontijo - L. de Souza Vasconcellos -
A. Ribeiro-Oliveira Jr. (<)

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brazil

e-mail: antoniorojr@gmail.com

Published online: 11 January 2015

antigen such as prolactin can saturate simultaneously both
the capture and the labeled antibody. In this situation, only
a few prolactin molecules actually are bound in a sandwich
complex and quantified by the test (Fig. 1c), while most
prolactin molecules are only bound to one antibody and,
therefore, washed away. As a consequence, falsely low
results are being reported, and the correct result for the
PRL concentration is much higher than that reported by the
laboratory measuring the hormone in a non-diluted sample.
This is known as high-dose hook effect and was described
in approximately 5 % of the patients with macroprolacti-
nomas [3]. Reported results in these cases may be within
or, more frequently, slightly above the manufacturer’s
reference range. Therefore, when PRL-secreting macroad-
enomas are suspected, the clinician should request a PRL
determination in a diluted sample in order to overcome this
artifact.

Generally, the serum PRL values above which the hook
effect may be induced are given in the instruction sheets of
the immunoassay kits. Ideally, clinicians should be aware
of those values for the assays they use, as the hook effect
has been described in current prolactin immunoassays. For
instance, considering two different platforms for the PRL
test, the hook effect is not supposed to be induced up to
PRL value of 20,680 ng/mL with the Vitros® platform
(Ortho-Clinical Diagnostics, Inc, Buckinghamshire, UK),
while with the Access Immunoassay Systems® (Beckman
Coulter, Inc, CA, USA) this value is 30,000 ng/mL.

It should be kept in mind that the reportable PRL ref-
erence ranges for the kits mentioned earlier are 1.4-329 ng/
mL for the Vitros® kit and 0.25-200 ng/mL for the
Access® kit. Prolactin levels greater than 329 ng/mL on the
Vitros® system are automatically diluted to 1:10, with
readings of up to 3,290 ng/mL. However, those values
could, in some situations, still be insufficient to obtain

@ Springer
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correct PRL values in the presence of a PRL-secreting
macroadenoma (Fig. 1b). Some laboratories go so far as to
report the result as “>3,290 ng/mL” with the justification
that the equipment does not perform automatic dilutions
above 1:10 and/or that there is a potential loss of accuracy
at subsequent dilutions. With the Access® system, values
reported as “>2,000 ng/mL” could be even further from
the real PRL levels for a given sample in which the hor-
mone concentration is very high. It seems that, in many
instances, the laboratory is not aware of the importance of
exact quantification for the result. Therefore, it is the cli-
nician’s responsibility to refrain from deciding on a ther-
apeutic approach until the laboratory re-assays the sample
at further dilutions, even if it has to be done manually, and
until the result is within the linear range of the assay. It
should be noted that this situation, in theory, occurs with
values between 3,290 and 20,680 ng/mL on the Vitros®
and between 2,000 and 30,000 ng/mL on the Access®.
Furthermore, it is worthwhile to mention that clinicians
should be able to extrapolate this information and adapt it
to other prolactin immunoassays whenever necessary.
Thus, there are two quite distinct interfering factors in
PRL immunometric results that should be recognized. The
first is the hook effect, when sample dilutions have to be
indicated on the basis of clinical suspicion, since it is

@ Springer
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impossible for laboratories to dilute all samples. An
appropriate procedure in these cases enables the distinction
between macroadenomas secreting extremely high levels of
PRL and clinically nonfunctioning macroadenomas, as the
treatment approaches to those two conditions follow dif-
ferent protocols. Regarding the second problematic issue,
the limited linear range of the assays, it is paramount that
the laboratory ensures that only those results derived from
measurement within the linear range of the assay are
reported, so that the clinician can evaluate the outcomes of
the prescribed treatment (e.g., dopaminergic agonists) based
on pre- and post-treatment exact PRL determinations.

Acknowledgments We wish to thank Dr Martin Bidlingmaier for
kindly reading this letter.
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APENDICE A

Resultados da pesquisa de macroprolactina em 96 mulheres, realizada no sistema
Architect®(Abbott), no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais

PRL PRL % ~
AMOSTRA IDADE TOTAL FF)JESC; RECUPERACAO INTERPRETACAO

1 18 34,2 13,1 38 Macroprolactinemia

2 19 38,0 20,9 55 Hiperprolactinemia verdadeira
3 19 195,7 935 48 Hiperprolactinemia verdadeira
4 20 40,7 25,5 63 Hiperprolactinemia verdadeira
5 21 40,9 29,0 71 Hiperprolactinemia verdadeira
6 22 83,0 52,7 63 Hiperprolactinemia verdadeira
7 23 77 53,5 69 Hiperprolactinemia verdadeira
8 23 95,5 55,2 58 Hiperprolactinemia verdadeira
9 24 40,3 22,8 57 Hiperprolactinemia verdadeira
10 24 45,1 29,2 65 Hiperprolactinemia verdadeira
11 24 153,2 7,6 5 Macroprolactinemia

12 25 385 203 53 Hiperprolactinemia verdadeira
13 25 29,9 9,0 30 Macroprolactinemia

14 26 80,8 8,3 10 Macroprolactinemia

15 26 454 25,4 56 Hiperprolactinemia verdadeira
16 26 393 251 64 Hiperprolactinemia verdadeira
17 27 31,7 21,1 67 Hiperprolactinemia verdadeira
18 28 66,5 305 46 Hiperprolactinemia verdadeira
19 28 57,2 39,4 69 Hiperprolactinemia verdadeira
20 28 38,2 25,7 67 Hiperprolactinemia verdadeira
21 28 1256 74,9 60 Hiperprolactinemia verdadeira
22 29 393 235 60 Hiperprolactinemia verdadeira
23 29 36,7 24,3 66 Hiperprolactinemia verdadeira
24 29 1130 70,1 62 Hiperprolactinemia verdadeira
25 30 84,3 53,4 63 Hiperprolactinemia verdadeira
26 30 36,1 26,0 72 Hiperprolactinemia verdadeira
27 31 68,9 450 65 Hiperprolactinemia verdadeira
28 31 38,3 25,2 66 Hiperprolactinemia verdadeira
29 32 38,8 25,2 65 Hiperprolactinemia verdadeira
30 32 346 225 65 Hiperprolactinemia verdadeira
31 32 46,0 6,4 14 Macroprolactinemia

32 32 46,5 28,2 61 Hiperprolactinemia verdadeira
33 32 32,3 17,0 53 Hiperprolactinemia verdadeira
34 33 84,9 542 64 Hiperprolactinemia verdadeira
35 33 2343 1116 48 Hiperprolactinemia verdadeira
36 33 199,7 1103 55 Hiperprolactinemia verdadeira
37 34 29,9 21,2 71 Hiperprolactinemia verdadeira
38 34 36,1 21,0 58 Hiperprolactinemia verdadeira
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...Continuagéo PRL PRL % %
( AMOSTR%A ) IpADE TOTAL EESG RECUPERACAO INTERPRETAGAQ

39 34 41,1 24,2 59 Hiperprolactinemia verdadeira
40 35 138,1 85,0 62 Hiperprolactinemia verdadeira
41 35 49,2 17,6 36 Hiperprolactinemia verdadeira
42 35 31,7 23,5 74 Hiperprolactinemia verdadeira
43 35 49,0 157 32 Macroprolactinemia

44 36 61,5 457 74 Hiperprolactinemia verdadeira
45 36 1986 15,0 8 Macroprolactinemia

46 36 46,5 7,1 15 Macroprolactinemia

47 37 182,3 101,3 56 Hiperprolactinemia verdadeira
48 38 58,9 428 73 Hiperprolactinemia verdadeira
49 38 72,2 41,8 58 Hiperprolactinemia verdadeira
50 38 56,8 40,2 71 Hiperprolactinemia verdadeira
51 38 1090 115 11 Macroprolactinemia

52 38 33,9 20,9 62 Hiperprolactinemia verdadeira
53 39 106,3 62,7 59 Hiperprolactinemia verdadeira
54 39 30,3 21,7 72 Hiperprolactinemia verdadeira
55 39 310,2 145 5 Macroprolactinemia

56 39 72,6 14,2 20 Macroprolactinemia

57 39 76,8 2,9 4 Macroprolactinemia

58 39 140,4 100,0 71 Hiperprolactinemia verdadeira
59 39 36,2 251 70 Hiperprolactinemia verdadeira
60 40 47,5 3,9 8 Macroprolactinemia

61 40 184,4 140,3 76 Hiperprolactinemia verdadeira
62 41 43,3 8,9 21 Macroprolactinemia

63 41 50,4 33,8 67 Hiperprolactinemia verdadeira
64 42 715 51,0 71 Hiperprolactinemia verdadeira
65 42 1914 7,0 4 Macroprolactinemia

66 43 83,5 54,7 66 Hiperprolactinemia verdadeira
67 43 81,6 59,6 73 Hiperprolactinemia verdadeira
68 43 1278 84,1 66 Hiperprolactinemia verdadeira
69 43 57,1 37,7 66 Hiperprolactinemia verdadeira
70 43 31,7 5,0 16 Macroprolactinemia

71 43 70,6 41,1 58 Hiperprolactinemia verdadeira
72 44 59,9 9,0 15 Macroprolactinemia

73 44 36,4 26,5 73 Hiperprolactinemia verdadeira
74 44 46,0 31,4 68 Hiperprolactinemia verdadeira
75 45 31,8 21,9 69 Hiperprolactinemia verdadeira
76 45 33,1 23,4 71 Hiperprolactinemia verdadeira
77 46 62,7 47,6 76 Hiperprolactinemia verdadeira
78 46 91,9 60,8 66 Hiperprolactinemia verdadeira
79 47 36,9 16,4 44 Hiperprolactinemia verdadeira
80 48 126,0 79,0 63 Hiperprolactinemia verdadeira
81 50 219,2 100,5 46 Hiperprolactinemia verdadeira
82 52 153,2 102,5 67 Hiperprolactinemia verdadeira
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...Continuacao PRL PRL % =
( AMOSTR%A ) IpADE TOTAL EESG RECUPERACAO INTERPRETAGAQ

83 52 380 26,1 69 Hiperprolactinemia verdadeira
84 52 40,0 3,6 9 Macroprolactinemia

85 o4 856 649 76 Hiperprolactinemia verdadeira
86 55 39,0 27,7 71 Hiperprolactinemia verdadeira
87 55 351 239 68 Hiperprolactinemia verdadeira
88 55 103,1 64,3 62 Hiperprolactinemia verdadeira
89 55 84,7 643 76 Hiperprolactinemia verdadeira
90 58 32,9 19,5 59 Hiperprolactinemia verdadeira
91 59 51,9 356 69 Hiperprolactinemia verdadeira
92 60 48,2 34,9 72 Hiperprolactinemia verdadeira
93 64 80,3 52,5 65 Hiperprolactinemia verdadeira
94 69 90,2 54,5 60 Hiperprolactinemia verdadeira
95 75 30,3 6,0 20 Macroprolactinemia

Hiperprolactinemia verdadeira+
96 80 138,9 43,6 31 macroprolactinemia
MEDIA 38 76,4 38,2 54
DESVIO 12 551 28,8 21
PADRAO

PRL - prolactina (ng/mL), PEG - polietileno glicol
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APENDICE B

Resultados da pesquisa de macroprolactina em 16 homens, realizada no sistema
Architect®(Abbott), no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais

PRL  PRL & .
AMOSTRA IDADE TOTAL pos- . INTERPRETACAO
PEG RECUPERACAO
1 21 111,6 60,2 54 Hiperprolactinemia verdadeira
2 23 39,3 26,7 68 Hiperprolactinemia verdadeira
3 23 40,4 28,2 70 Hiperprolactinemia verdadeira
Hiperprolactinemia verdadeira+

4 25 113,6 19,7 17 macroprolactinemia

5 27 101,6 59,5 59 Hiperprolactinemia verdadeira
6 32 105,1 66,4 63 Hiperprolactinemia verdadeira
7 39 35,7 15,3 43 Hiperprolactinemia verdadeira
8 44 32,9 6,6 20 Macroprolactina

9 46 589,2 313,0 53 Hiperprolactinemia verdadeira
10 50 38,5 28,4 74 Hiperprolactinemia verdadeira
11 52 35,2 11,5 33 Hiperprolactinemia verdadeira
12 56 23,1 15,0 65 Hiperprolactinemia verdadeira
13 60 54,3 35,5 65 Hiperprolactinemia verdadeira

Hiperprolactinemia verdadeira+

14 62 87,1 17,0 20 macroprolactinemia

15 64 55,6 4,8 9 Macroprolactina

16 65 32,3 19,9 62 Hiperprolactinemia verdadeira

MEDIA 43 93,5 45,5 48
DESVIO 16 136,0 73,8 22

PADRAO

PRL - prolactina (ng/mL), PEG - polietileno glicol
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APENDICE C

Registros graficos de 25 cromatografias em coluna de gel filtracdo, realizadas em

laboratorio de pesquisa da Escola Paulista de Medicina, pelo Prof. Dr. José Gilberto
Vieira.
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