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RESUMEN

Macroprolactina es un complejo de prolactina de alto peso molecular que causa
hiperprolactinemia. OBJETIVOS: Determinar prevalencia de macroprolactina en pacientes
hiperprolactinémicas con funcion tiroidea normal (N) o hipotiroideas en estado de eutiroidismo (H),
establecer prevalencia de sintomas clinicos de hiperprolactinemia en pacientes con
macroprolactinemia y comparar valores de prolactina residual precipitando con polietilenglicol en
buffer fosfato o en agua bidestilada. PACIENTES Y METODOS: En 118 mujeres hiperprolactinémicas
(72 N y 46 H) se midi6 prolactina sérica basal y luego de la precipitacion con polietilenglicol-buffer o
polietilenglicol-agua bidestilada. Se calculé porcentaje de prolactina recuperada en sobrenadante y se
consider6 evidencia de macroprolactinemia una recuperacion <50%. Se valor6 prolactina mediante
electroquimioluminiscencia. RESULTADOS: Los niveles de prolactina de las pacientes variaron entre
30 y 330 ng/ml. La prevalencia de macroprolactina fue 25% en las 118 pacientes, 26% en el grupo N
y 24% en el grupo H. EL 50% de las pacientes con macroprolactina (11 N y 4 H), presenté sintomas
de hiperprolactinemia. Cinco mostraron alteraciones en la resonancia magnética nuclear hipofisaria.
La correlacién entre polietilenglicol-buffer fosfato y polietilenglicol-agua bidestilada fue excelente.
CONCLUSIONES: La prevalencia de macroprolactina en hipotiroideas en estado de eutiroidismo fue
similar a la de pacientes con funcion tiroidea normal implicando que en estas condiciones no hay
variacion en la composicion de las isoformas de prolactina. La existencia de sintomas de
hiperprolactinemia en mujeres con macroprolactina sugiere que la macroprolactinemia puede ser
causa de morbilidad por lo que es necesario efectuar la pesquisa de macroprolactina con
polietilenglicol para investigar si la hiperprolactinemia puede deberse o no a la presencia de
macroprolactina, pudiendo utilizarse polietilenglicol-buffer fosfato o polietilenglicol-agua bidestilada en

forma indistinta para precipitar el complejo macroprolactina.

PALABRAS CLAVE

Hiperprolactinemia, macroprolactina, hipotiroidismo, polietilenglicol.

INTRODUCCION

La prolactina (PRL) sérica humana presenta una heterogeneidad molecular en circulacion que
puede ser identificada por cromatografia de filtracién en gel (CFG). En la poblacién general la forma
predominante es el monémero de 23 kDa que representa aproximadamente el 85% de la PRL
circulante. Las otras formas incluyen el dimero de la PRL nativa o big-PRL (50 kDa), presente en un
10-15% y una cantidad pequefia pero variable de macroprolactina (MPRL) (150-170 kDa). La
presencia de MPRL en plasma es una de las principales causas de hiperprolactinemia. Se estima que
entre un 15 a 28 % de las hiperprolactinemias detectadas son debidas a esta variedad molecular. La
MPRL consiste en un complejo de PRL de etiologia heterogénea y de alto peso molecular. Esta
constituido principalmente por el monémero de PRL unido a IgG, pero se han reportado también
uniones de PRL a otros anticuerpos como IgA, polimeros de PRL monomérica unidos por puentes
disulfuro, agregados del monémero con uniones covalentes y no covalentes y complejos de PRL

glicosilada (1,2-4). Como consecuencia de estas uniones, la MPRL es depurada de la circulacién mas



lentamente que el monodmero y por lo tanto se acumula en suero produciendo una hiperprolactinemia
aparente. Se han estudiado cambios postraduccionales, como fosforilacién y desfosforilaciéon en sitios
serina, que serian responsables del cambio de antigenicidad de la molécula de PRL y de la
generacion de autoanticuerpos contra PRL. Si bien las subclases de IgG especificas para PRL son
heterogéneas, algunos pacientes con macroprolactinemia mostraron predominio de IgG4; la
respuesta de esta subclase ocurre en estimulacién antigénica crénica y juega un rol importante en
condiciones alérgicas (5).

El método patron para el estudio de esta macromolécula es la CFG. Esta técnica consume
mucho tiempo, es de alto costo y no esta disponible en los laboratorios clinicos de rutina (6). La
precipitacion con polietilenglicol (PEG), que utiliza PEG en buffer fosfato pH 7,4, demostré ser una
técnica util para detectar MPRL, de bajo costo, facil de implementar en la rutina y que guarda buena
correlacién con la CFG (7,8). La heterogeneidad molecular de MPRL produce importantes diferencias
en la reactividad de PRL en los distintos inmunoensayos, hecho que puede inducir a errores en el
diagndstico y tratamiento de pacientes con hiperprolactinemia (9). Por esta razon, se aconseja la
deteccion de MPRL en el estudio de todos los pacientes con niveles elevados de PRL y considerar el
valor de PRL residual de los sueros pre-tratados con PEG (10,11).

La elevacién de la PRL es frecuente en pacientes con hipotiroidismo primario, especialmente si
la hipofuncioén tiroidea es de prolongada evolucion. La hiperprolactinemia esta presente en el 20% de
pacientes con hipotiroidismo subclinico y puede llegar hasta un 40% en los casos de hipotiroidismo
clinico (12-15); sin embargo, son muy escasas las publicaciones sobre la prevalencia de MPRL en
estos pacientes.

Los pacientes con predominio de MPRL no deberian presentar manifestaciones tipicas de
hiperprolactinemia como galactorrea o sintomas asociados a hipogonadismo (oligomenorrea,
amenorrea o infertilidad en mujeres, disminucién de la libido o disfuncién eréctil en hombres) ya que
se cree que la MPRL tiene reducida actividad al estar unida al anticuerpo (16-18), pero se han
reportado casos de pacientes con aumento de MPRL que presentaron esos sintomas (4,19-21).

OBJETIVOS
- Determinar la prevalencia de MPRL en pacientes hipotiroideas con hiperprolactinemia
y compararla con la de mujeres hiperprolactinémicas con funcion tiroidea normal.
- Establecer la prevalencia de sintomas clinicos de hiperprolactinemia en las pacientes
con MPRL.
- Comparar los niveles de PRL residual después de precipitar con PEG preparado en

buffer fosfato pH 7,4 6 con PEG disuelto en agua bidestilada.

PACIENTES Y METODOS

Se seleccionaron 118 mujeres con niveles de PRL sérica superiores a 30 ng/ml, que fueron
atendidas en el Sanatorio Allende de Cdérdoba por el Servicio de Endocrinologia y posteriormente
derivadas al Laboratorio Central. De ellas, 72 con edades entre 12 y 56 afios, tenian funcion tiroidea

normal y habian realizado consultas médicas por presentar uno 0 mas sintomas de



hiperprolactinemia (oligomenorrea, polimenorrea, galactorrea, amenorrea y dificultad para lograr el
embarazo). Otras 46 pacientes con edades entre 18 y 56 afios que eran hipotiroideas, se hallaban
bajo medicacion con L-Tiroxina y en condiciones de eutiroidismo al momento del estudio.

Para la extraccion de sangre fue necesario que las pacientes cumplieran estrictamente con las
condiciones requeridas para la valoracién de PRL: ayuno de 8 hs, abstinencia sexual, 2 hs de vigilia
y reposo de 30 minutos previo a la extraccion. En las pacientes que menstruaban regularmente se
extrajo sangre entre los dias 3° y 5° del ciclo menstrual. Fueron excluidas las pacientes bajo
tratamiento con farmacos que producen aumento de los niveles de PRL. Las muestras de sangre
fueron centrifugadas y se valoré la PRL en suero (PRL basal). Para el estudio de MPRL los sueros
obtenidos fueron almacenados en freezer a -70°C hasta su procesamiento. La pesquisa de MPRL se
realizé en las 118 muestras de suero mediante la precipitacion con PEG 6000 (Anedra), para lo cual
se tomaron 2 alicuotas de suero de 150 ul. Se agregaron 150 ul de PEG (250g/1) preparado en buffer
fosfato pH 7,4 (PEG B) a una de ellas y a la otra 150 ul de PEG (250 g/l) disuelto en agua bidestilada
(PEG A). Las muestras se mezclaron en un agitador vértex, se dejaron reposar 10 minutos y se
centrifugaron a 1500 g durante 30 minutos a 4°C. Se separaron los sobrenadantes y en ellos se
midié nuevamente la PRL. El valor obtenido de PRL en el sobrenadante se expres6 como porcentaje
de PRL recuperada (PRL%) y como PRL residual o libre (ng/ml). Una recuperacién menor al 50% se
consider6 evidencia de macroprolactinemia (22).

La valoracion de PRL en el suero y los sobrenadantes se realiz6 mediante un inmunoensayo
inmunomeétrico basado en electroquimioluminiscencia (Elecsys 2010 ROCHE).

Andlisis estadistico: se calcularon la prevalencia de MPRL en el total y en cada uno de los dos
grupos de pacientes estudiadas, y la prevalencia de sintomas de hiperprolactinemia o alteraciones en
la resonancia magnética nuclear (RMN) hipofisaria en las mujeres con predominio de MPRL.

Se utilizé andlisis de regresion lineal simple para comparar la precipitacion de las muestras

tratadas con PEG A o PEG B. p< 0.05 se considero significativa.

RESULTADOS
En el total de las 118 pacientes, 30 de ellas (25%) tuvieron un predominio de MPRL, 19 (26%)
pertenecian al grupo N y 11 (24%) al grupo H (Fig I).



Figura . Prevalencia de MPRL en pacientes con hiperprolactinemia.
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Los niveles de PRL de las pacientes variaron entre 30 y 330 ng/ml. La figura Il muestra la
distribucion de pacientes con MPRL de acuerdo al rango de la PRL basal. Hubo
proporcionalmente mayor cantidad de pacientes N que tuvieron valores de PRL superiores a 80
ng/ml. En la mayoria de las pacientes H los niveles de PRL fueron inferiores a 100 ng/ml.

Figura Il. Distribucidn de pacientes hiperprolactinémicas con MPRL segun los valores de
PRL basal.
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N: pacientes con funcién tiroidea normal; H: pacientes hipotiroideas.

EL 50% de las pacientes con MPRL (11 N y 4 H), presenté algunos sintomas de
hiperprolactinemia como dificultad para lograr el embarazo, alteraciones del ciclo menstrual y/o
galactorrea. En 5 de ellas (17%) se informaron alteraciones en las imagenes de RMN hipofisaria de
las cuales 4 fueron prolactinomas y correspondieron a las pacientes N (Fig.lll). Cinco de las pacientes
con predomino de MPRL (1 H y 4 N), presentaron también PRL libre aumentada y de éstas, 4
evidenciaron sintomas de hiperprolactinemia.



Figura Ill. Pacientes con MPRL que presentaron sintomas de hiperprolactinemia y/o
alteraciones en la RMN de hipoéfisis.
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G: galactorrea; Alt.C: alteraciones del ciclo menstrual; DpE: dificultad para lograr embarazo; Alt.RMN: alteraciones en
la RMN hipofisaria.

Los resultados de las muestras precipitadas con PEG A y PEG B no tuvieron diferencia
significativa y se observé muy poca dispersion de los datos. Como se observa en la Fig. 1V, la curva
de regresion lineal fue muy buena (y=1.837+0.997x) y el coeficiente de correlacion obtenido fue
excelente (r=0.991; p<0.001).

Figura IV. Comparaciéon de las muestras de suero precipitadas con PEG en agua
bidestilada y PEG en buffer fosfato pH 7,4.
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PEG A: polietilenglicol en agua bildestilada; PEG B: polietilenglicol en buffer fosfato pH 7,4

DISCUSION

La hiperprolactinemia es una condicibn comdn causada principalmente por desdrdenes
pituitarios, hipotiroidismo primario o el uso de medicaciones, pero algunas veces se considera
idiopatica o de causa desconocida. Los microprolactinomas que no pueden ser detectados por
estudios de imagenes y las hiperprolactinemias a expensas de MPRL se incluyen dentro de las
llamadas hiperprolactinemias idiopaticas (23). Dependiendo de las causas y consecuencias de la
hiperprolactinemia, determinados pacientes requieren tratamiento especifico.

La macroprolactinemia es una causa frecuente de hiperprolactinemia. Son numerosas las

publicaciones que han reportado la prevalencia de MPRL en pacientes con niveles elevados de PRL.
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En la mayoria de los estudios se encontr6 MPRL en 15-28% de las muestras de sujetos
hiperprolactinémicos (6,24-34). S6lo un trabajo reporté una prevalencia de 10% en 1106 pacientes
hiperprolactinémicos. Es probable que esta cifra mas baja se deba a que los autores se limitaron a
investigar la presencia de MPRL s6lo en los sujetos con hiperprolactinemia asintomatica e idiopatica y
no en el total del grupo (35). Por otro lado, otras 2 publicaciones han informado prevalencias mas
elevadas de MPRL, de hasta 53% y 66% (30,33). En este Ultimo caso, el aumento de prevalencia
puede deberse a que el estudio comprendia solamente mujeres con hiperprolactinemia asintomatica.
En el presente trabajo se estudiaron 118 mujeres con hiperprolactinemia y se hall6 MPRL en el suero
de 32 de ellas, obteniéndose un prevalencia de 25%, similar a la reportada por la mayoria de las
publicaciones. Cuando se analizaron por separado las pacientes con funcién tiroidea normal y las
hipotiroideas, la prevalencia de macroprolactinemia fue semejante en ambos grupos (24% y 26%
respectivamente). Esta similitud en los resultados podria atribuirse al estado de eutiroidismo de las
pacientes hipotiroideas lo que implica que, en estas condiciones, la distribucion de las isoformas
circulantes de PRL es similar a la de sujetos sin patologia tiroidea. Sin embargo, la Unica publicacién
que hallamos sobre prevalencia de hiperprolactinemia y macroprolactinemia en mujeres con patologia
tiroidea reporté que el 90% de las pacientes hiperprolactinémicas tenian predominio de MPRL. En
este trabajo, Lewandowski y col. estudiaron 182 mujeres, de las cuales 92% tenian diagnéstico de
Tiroiditis de Hashimoto. Todas estas pacientes se hallaban también en condiciones de eutiroidismo
clinico y bioquimico y so6lo el 40% recibia tratamiento con L-tiroxina. EI nidmero de pacientes
hiperprolactinémicas reportado por estos autores fue muy escaso, de tan sélo 9 pacientes, lo que
podria explicar la marcada diferencia en la proporcién de pacientes con MPRL entre nuestro estudio y
el de Lewandowski y col. (26% vs 90%) (36).

La PRL es considerada una hormona inmunomoduladora que estimula la proliferacion vy
diferenciacion de varias células del sistema inmune y tiene un rol muy importante en enfermedades
autoinmunes (37,38). Existen datos contradictorios sobre la asociacion de MPRL y autoinmunidad.
Por un lado, Kavanagh-Wright y col. no hallaron diferencias en los niveles de anticuerpos antitiroideos
cuando compararon sueros de sujetos normales, hiperprolactinémicos verdaderos 'y
macroprolactinémicos; Lewandowski y col. encontraron similar prevalencia de MPRL en mujeres con
patologia tiroidea autoinmune y no autoinmune (36,38,39). En cambio, una publicacion reciente hallé
un incremento significativo de autoanticuerpos tiroideos en pacientes hiperprolactinémicos en relacion
a controles sanos, si bien estos autores no investigaron la presencia de MPRL (40). En nuestro
estudio no fue posible establecer relacion entre autoinmunidad tiroidea y MPRL debido que no se
poseian datos suficientes sobre el nivel de anticuerpos antitiroideos de las pacientes estudiadas.

Los pacientes con macroprolactinemia, hipotiroidismo, hiperprolactinemia farmacoldgica o
microprolactinomas, presentan valores de PRL sérica que oscilan dentro de un rango similar, por lo
gue la medicion del nivel de prolactina sérica no es suficiente para establecer la presencia de MPRL,
y puede conducir a un falso diagndstico de hiperprolactinemia. En la mayoria de los pacientes con
MPRL se observan niveles de PRL <100 ng/ml, y sélo en pocos casos la prolactinemias pueden ser
>100 ng/ml (41). Nuestros resultados fueron similares, el 73% de las pacientes macroprolactinémicas

tuvo niveles de PRL<100 ng/ml y el 27%>100ng/ml. En el grupo de pacientes H, hubo predominio de



prolactinemias <100 ng/ml, en cambio, valores >100 ng/ml se observaron con mayor frecuencia en las
mujeres N asociados a la presencia de prolactinomas.

La MPRL tiene un peso molecular elevado que dificulta su pasaje a través del endotelio
vascular. Se ha postulado que no ejerce actividad bioldgica in vivo debido fundamentalmente a su
incapacidad para atravesar la pared capilar y alcanzar los receptores de PRL (42). Esta confinacion al
espacio intravascular aumenta su vida media y disminuye su biodisponibilidad, lo que explica que la
mayoria de las pacientes con macroprolactinemia no presente sintomas clinicos caracteristicos del
exceso de PRL como galactorrea, esterilidad o alteraciones del ciclo menstrual (16,17,43). Sin
embargo, in vitro, la MPRL presenta una actividad biol6gica completa. EI complejo macroprolactinico
es estable in vitro y no parece ser facilmente disociable, por lo que es dificil de estudiar. No obstante,
la bioactividad del complejo IgG-PRL medida en bioensayos Nb2 es normal, y se ha sugerido que las
incubaciones prolongadas y las condiciones de mayor dilucion del ensayo producirian disociacién del
complejo y liberacién del monémero de PRL. En consecuencia, si bien la bioactividad de MPRL in
Vivo es baja debido a los autoanticuerpos anti-PRL, la PRL monomérica disociada de los anticuerpos
seria capaz de retener completamente su actividad biol6gica en pacientes con macroprolactinemia.
(18,44). En el presente trabajo, el 50% de las pacientes con MPRL manifestaron tener oligomenorrea,
galactorrea o dificultad para lograr embarazo y el 17% tuvo alguna alteracion en los resultados de
RMN de hipdfisis. Es posible que la macroprolactina sufra disociaciones intermitentes dada la baja
afinidad aunque alta capacidad de los anticuerpos IgG, incrementando la biodisponibilidad de la PRL
monomérica (45). Esto explicaria el hallazgo de pacientes macroprolactinémicos con sintomas como
galactorrea, amenorrea, e infertilidad (4,19-21). También se han reportado pacientes con
macroadenoma hipofisario e hiperprolactinemia debida casi exclusivamente a MPRL, que
presentaban signos y sintomas de hiperprolactinemia y que remitieron después del tratamiento, lo
que da indicios de la bioactividad del complejo 1gG-PRL (46,47). En 6 de nuestras pacientes con
MPRL los niveles de PRL libre o residual estaban elevados, sin embargo, sélo 4 de ellas presentaban
sintomas de hiperprolactinemia que eran precisamente las que mostraban asociacion de MPRL y
prolactinoma.

La composicion de MPRL es muy variable, tanto en el contenido y tipo de inmunoglobulinas
como en el grado de glicosilacién. Esta heterogeneidad molecular produce importantes diferencias en
la reactividad de PRL en los distintos inmunoensayos, lo que puede inducir a errores en el diagndstico
y tratamiento de pacientes con hiperprolactinemia (48,49). Por esta razdn, la mayoria de los
investigadores aconsejan la deteccion de MPRL en el estudio de todos los pacientes con niveles
elevados de PRL (31). Algunos consideran que la pesquisa de MPRL debe realizarse en todos los
pacientes con valores de PRL 2 veces por encima del limite superior del valor de referencia (8,19,20,
31,34,47,49-53), mientras que otros sugieren investigar MPRL solamente en casos de
hiperprolactinemias idiopaticas o asintomaticas (23,54). La precipitacion con PEG es una técnica de
bajo costo y facil de implementar en el laboratorio de rutina cuando se quiere estudiar la presencia de
MPRL (6). Se ha comprobado que PEG precipita no s6lo MPRL sino también el dimero de PRL nativa
0 big-PRL y cantidades variables del monomero, por lo cual, los valores de la PRL residual o libre

obtenidos con PEG son mas bajos que los de CFG (alrededor de un 77%), sin embargo, la



correlacién con CFG es buena (55,56). El método original utiliza PEG 8000 en buffer fosfato pH 7,4
(23,31) mientras que otros trabajos precipitan con PEG 6000 (22). Nosotros comparamos los valores
de PRL libre después de precipitar con PEG 6000 que fue diluido en buffer fosfato pH 7,4 o en agua
bidestilada. La comparaciéon entre ambos result6 muy buena por lo que consideramos que la
preparacion de PEG en agua bidestilada es mas sencilla y puede utilizarse de igual manera que PEG-

buffer en la precipitacion de MPRL.

CONCLUSIONES

La prevalencia de MPRL en mujeres hipotiroideas en estado de eutiroidismo resulté similar a la
de pacientes con funcion tiroidea normal lo que sugiere que en estas condiciones de hipotiroidismo no
habria variacion en la composicién de las isoformas circulantes de PRL. Seria importante en un futuro
ampliar el estudio a sujetos hipotiroideos que no se hallen en estado de eutiroidismo para establecer
si niveles disminuidos de hormona tiroidea pueden afectar la distribucién de las formas moleculares
de PRL.

Las pacientes con hiperprolactinemia pueden presentar una gran variabilidad en la expresiéon
clinica. El 50% de nuestras pacientes con MPRL tuvieron sintomas como oligomenorrea, galactorrea
o dificultad para lograr embarazo y el 17% tuvo alguna alteracidon en los resultados de RMN de
hipofisis. Considerando que la relevancia clinica de la macroprolactinemia es todavia motivo de
controversia, estos resultados toman gran importancia porque implican que la macroprolactinemia
puede ser causa de morbilidad. De esto surge la necesidad de efectuar la pesquisa de MPRL con
PEG a fines de establecer la causa de hiperprolactinemia para su correcto tratamiento, pudiendo
utilizarse PEG en agua bidestilada o PEG en buffer fosfato en forma indistinta para precipitar el

complejo MPRL.
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