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Abreviaturas

COR
E2
FSH
HPRL
IgG
kDa
LH
mRNA
PEG
PRG
PRL
PRL-like

SOP

ABREVIATURAS

Significado

Caracteristicas operantes del receptor
Estradiol

Hormona Foliculo estimulante
Hiperprolactinemia
Inmunoglobulina G
KiloDaltons

Hormona luteinizante

Acido ribonucleico mensajero
Polietilenglicol

Pérdida gestacional recurrente
Prolactina

Similar a la prolactina

Sindrome de ovario poliquistico
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RESUMEN: FRECUENCIA DE MACROPROLACTINEMIA EN PACIENTES
CON DIFERENTES ESTADOS HIPERPROLACTINEMICOS: ETIOLOGIA Y
MANIFESTACIONES CLINICAS

Objetive. La macroprolactinemia es una de las causas de hiperprolactinemia y generalmente
provoca un diagndstico erréneo y tratamiento inapropiado. El objetivo del estudio fue determinar la
frecuencia de macroprolactinemia en mujeres con diferentes estados hiperprolactinémicos atendidas
en un Hospital de Ginecologia de tercer nivel, asi como determinar la etiologia de la
macroprolactinemia y sus manifestaciones clinicas.

Métodos y pacientes. Bajo un disefio transversal, se estudiaron 326 mujeres con hiperprolactinemia
(=25 ng/ml). A todas se les realizé mediciones de PRL total y libre, cromatografia de filtracion en
gel para determinar el porcentaje de las principales isoformas de la PRL sérica y cromatografia de
afinidad con sefarosa acoplada a proteina G para determinar la presencia de autoanticuerpos anti-
PRL de isotipo IgG. La informacién clinica y demografica fue obtenida de sus expedientes clinicos.

Resultados. Del total de mujeres con hiperprolactinemia, 57 (17.5%, IC 95% 13.4% — 21.6%) de
ellas fueron diagnosticadas con presencia de macroprolactinemia (=50% de big big PRL por
cromatografia de filtracion en gel). La concentracion sérica de PRL total en las pacientes sin
macroprolactinemia no fue significativamente diferente de aquellas con macroprolactinemia (38.1
ng/ml vs. 42.0 ng/ml, p=0.27), en contraste, la concentracion de PRL libre fue significativamente
mayor en las pacientes sin macroprolactinemia que con macroprolactinemia (31.7 ng/ml vs. 9.2
ng/ml, p<0.001). La etiologia de la macroprolactinemia fue debida en la mayoria de los casos a la
presencia de autoanticuerpos anti-PRL (94.7%, IC 95% 88.9%-100%). La presencia de
macroprolactinemia fue significativamente mayor en las pacientes con hiperprolactinemia
idiopatica que en las pacientes con causas secundarias de hiperprolactinemia (21.3% vs. 6.9%,
p=0.014). Las manifestaciones clinicas generalmente atribuidas a la hiperprolactinemia como
alteraciones menstruales y/o galactorrea fueron significativamente menos frecuentes en las
pacientes con macroprolactinemia en comparacion a las pacientes sin macroprolactinemia
(p<0.014), pero fueron mas frecuentemente prescritas con agonistas dopaminérgicos en
comparaciéon a las pacientes sin macroprolactinemia (77.2% vs. 54.6%, p=0.003). Hubo una
correlacion positiva y significativa entre el porcentaje de PRL sérica precipitada con polietilenglicol
y el porcentaje de big big PRL obtenido por cromatografia de filtracion en gel (r=0.916, p<0.001).
A un punto de corte de >49.2 del porcentaje de PRL sérica precipitada con polietilenglicol para la
deteccion de macroprolactinemia tuvo una sensibilidad de 100% y especificidad de 99.3%, y
valores predictivos positivo y negativo de 95.8% y 99.8%, respectivamente. Las tasas de
verosimilitud positiva y negativa fueron de 107.1 y de 0.009.

Conclusiones. La macroprolactinemia es una condicion frecuente entre las mujeres con diferentes
estados hipeprolactinémicos y asociada mas comunmente a la hiperprolactinemia idiopatica. La
causa en la mayoria de los casos se debe a la presencia de autoanticuerpos anti-PRL formando un
complejo entre la PRL monomérica de 23 kDa y una IgG. La presencia de macroprolactinemia se
asocia a menor frecuencia de manifestaciones clinicas atribuidas a la hiperprolactinemia, pero en su
presencia se deben buscar otras posibles causas de dichas manifestaciones clinicas. Aparentemente
se trata de una condicién benigna y su identificacion puede evitar estudios diagnosticos y
tratamientos innecesarios. El método de precipitacion de la PRL sérica con polietilenglicol tiene un
excelente rendimiento diagnostico para la deteccion de macroprolactinemia.



SUMMARY: MACROPROLACTINEMIA FREQUENCY IN PATIENTS WITH DIFFERENT STATES OF
HYPERPROLACTINEMIA: ETIOLOGY AND CLINICAL MANIFESTATIONS.

Objective: The macroprolactinemia is one of the reasons of hyperprolactinemia and generally it
provokes an erroneous diagnosis and inappropriate treatment. The aim of the study was to determine
the frequency of macroprolactinemia in women with different conditions of hyperprolactinemia
attended in a Hospital of Gynaecology of the third level, as well as to determine the etiology of the
macroprolactinemia and the different clinical manifestations.

Methods and patients: Using a cross-sectional design . A total of 326 women with hyperprolactinemia
were studied (25 ng/ml). Total and free PRL were determined in all of them, and the presence of PRL
isoforms were determined by chromatography of filtration to determine the percentage of them and
chromatography of affinity with G protein Sepharose to determine the presence of autoantibodies
anti-PRL of isotypes IgG. The clinical and demographic information was obtained by their clinical
reports.

Results: Among women with hyperprolactinemia, 57 (17.5 %, IC 95 % 13.4 % - 21.6 %) were
diagnosed by presence of macroprolactinemia ([150 % of big big by chromatography of filtration in
gel). The serum of total PRL concentration in the patients without macroprolactinemia was not
significantly different from those with macroprolactinemia (38.1 ng/ml vs. 42.0 ng/ml, p=0.27), in
contrast, the concentration of free PRL was significantly major in the patients without
macroprolactinemia that with macroprolactinemia (31.7 ng/ml vs. 9.2 ng/ml, p <0.001). The etiology
of the macroprolactinemia was owed in most cases to the presence of auto-antibodies anti-PRL (94.7
%, IC 95 % 88.9 %-100 %). The presence of macroprolactinemia was significantly major in the
patients with idiopatic hyperprolactinemia that in the patients with secondary hyperprolactinemia
(21.3 % vs. 6.9 %, p=0.014). The clinical manifestations generally attributed to the hyperprolactinemia
like menstrual alterations and / or galactorrea were significantly less frequent in the patients with
macroprolactinemia in comparison to the patients without macroprolactinemia (p[10.014), but they
were prescribed more frequently with dopaminergic agonists in comparison to the patients without
macroprolactinemia (77.2 % vs. 54.6 %, p=0.003). There was a positive and significant correlation
among the percentage of serum PRL precipitated with polyethylene glycol and the percentage of big
big PRL obtained by chromatography of filtration in gel (r=0.916, p <0.001). The cutoff point > 49.2
of the percentage of serum PRL precipitated with polyethylene glycol for the detection of
macroprolactinemia had a sensibility of 100 % and specificity of 99.3 %, and positive and negative
predictive values of 95.8 % and 99.8 %, respectively. The rates of positive and negative likehood
ratios were of 107.1 and of 0.009.

Conclusions: The macroprolactinemia is a frequent condition among women with different
conditions of hyperprolactinemia and associated more commonly with idiopatic hyperprolactinemia.
The reason in most cases owes to the presence of autoantibodies anti-PRL forming a complex between
the PRL monomérica of 23 kDa and an IgG. The presence of macroprolactinemia associates with
minor frequency of clinical manifestations attributed to the hyperprolactinemia, but in her presence
there must be looked other possible reasons of the above mentioned clinical manifestations. Probably it
is a benign condition and her identification can avoid diagnostic studies and unnecessary treatments.
The method of rainfall of the serum PRL with polietilenglicol has an excellent diagnostic performance
for the detection of macroprolactinemia. The method of immunoprecipitation of the serum PRL with
polyethylene glycol has an excellent diagnostic performance for the detection of macroprolactinemia.



ANTECEDENTES

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica, sintetizada y secretada

principalmente por células especializadas (lactotropos) de la hipofisis anterior.
La actividad biolégica de la PRL fue reconocida por primera vez en 1929, cuando al
administrar extractos de hipofisis a conejas ooforectomizadas se les provocaba secrecion
lactea (1). La PRL es una de las hormonas més versatiles de la hipofisis en términos de
acciones biologicas. Mas de 100 acciones diferentes de la PRL han sido documentadas en
animales vertebrados (2), incluyendo entre otras: desarrollo mamario e inicio de la lactancia en
mamiferos, osmorregulacion en peces, conductas de anidacidon en pajaros, crecimiento y
metamorfosis en anfibios. Estas acciones, son mucho mds que las acciones reportadas en
conjunto para el resto de las hormonas adeno-hipofisiarias. Ademds, la PRL modula las
funciones del sistema inmune (3).

La PRL es una hormona proteica de 199 aminoécidos, con un peso molecular de 23
kDa (3,4) y producida en la glandula hipofisiaria (1) por una clase de células con tincion
acidofilica conocidas hoy como mamotropos y mamosomatotropos (5). Inicialmente se creyo
que esta hormona era de origen hipofisiaria exclusivo, pero en los ultimos afios, se ha
demostrado la presencia de PRL y moléculas PRL-like en una gran variedad de tejidos. De los
tejidos no hipofisiarios, la placenta es la fuente mas abundante de PRL (6), la hormona es
sintetizada por las células de la decidua placentaria y es idéntica a la PRL hipofisiaria en
propiedades quimicas, bioldgicas e inmunoldgicas. La PRL se encuentra ampliamente
distribuida en el cerebro y la médula espinal de los mamiferos (7-8). La PRL y las moléculas
PRL-like son producidas también por diferentes tipos de células del sistema inmune: timocitos
humanos (9), células linfoblastoides-B IM-9-p3 (10), linfocitos T (11). Otros 6rganos y tejidos
en los cuales la PRL-like inmunorreactiva se ha encontrado incluyen: glandula mamaria,
glandula adrenal, cuerpo luteo, prostata, testiculo, glandula uretral, gldndula lacrimal, glandula
sudoripara, islotes pancreaticos e intestino (11-17).

El gen de la PRL se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, estd compuesto por cinco
exones y cuatro intrones largos, es mas grande que el gen de la hormona del crecimiento (16

kb vs. 2 kb) debido a sus intrones largos. En todos los exones e intrones del gen de la PRL de



rata, ademds contienen mas de un sitio posible de empalme (splicing) (18), con la posibilidad
de dar diferentes variantes de PRL por diferentes sitios de empalme del mRNA.

La PRL se sintetiza como una pre-hormona de 227 aminodcidos en muchas especies de
mamiferos (19), la hormona madura se deriva de esta molécula precursora por ruptura
proteolitica del péptido senal de 28 aminoacidos (20, 21). El mRNA de la PRL cerebral es
idéntico al mRNA de la PRL hipofisiaria (22). Las células linfoides y la decidua humana
expresan un mRNA de la PRL aproximadamente 150 nucledtidos mayor que el mRNA de la
PRL hipofisiaria, pero el precursor de la PRL sintetizada por estos tejidos parece idéntico al
precursor de la PRL hipofisiaria (9,23).

La secrecion normal de PRL esta bajo un control inhibitorio tonico por la dopamina
hipotaldmica y su inhibicion esté sujeta a estimulos internos y externos. La sintesis y secrecion
de la PRL son estimulados por estrogenos, embarazo, estimulacion del pezon, serotonina,
hormona liberadora de la tirotropina, péptido intestinal vasoactivo, estrés, antagonistas
dopaminérgicos (cloropromacina, metoclopramida, etc.), e interleucina 1 (IL-1) y 6 (IL-6)
(24-26). La secrecion de PRL es inhibida por corticoesteroides, progestagenos, androgenos,
dopamina, opidceos y agonistas dopaminérgicos (bromocriptina) (27-31). Las interacciones
hormonales entre la PRL, estrogenos y androgenos son bidireccionales, en donde los
estrogenos estimulan y los androgenos inhiben la secrecion de PRL, la PRL suprime la
produccion de estrégenos y androgenos en humanos, ocasionando amenorrea o disfuncion
eréctil respectivamente.

La concentracion sérica de PRL presenta variaciones circadianas. Normalmente, existe
una secrecion continua, alternada con una secrecion pulsatil (cada 8-10 minutos) durante todo
el dia. Esta secrecion continua y pulsatil es afectada por la ingesta de alimentos, el suefio
(alcanzando los valores mas altos en la etapa més profunda). Su concentraciéon descienden
después de una o dos horas después de haber despertado y paulatinamente disminuyen hacia el
final de la tarde (la concentracion antes de las 08:00 puede ser 20% mas alta que mas tarde
durante el dia, alcanzando su maxima concentracion entre las 03:00 y las 05:00), pero sin una
tendencia a repetirse en el mismo individuo en dias posteriores (27, 28). La introduccion de las
pruebas para determinar la concentracion sérica de PRL humana durante los afos 70, trajo
consigo la definicion del sindrome hiperprolactinémico (es decir, trastornos menstruales,

infertilidad y galactorrea en la mujer; y disfuncion sexual y pérdida de la libido en hombres).



Los valores normales de la concentracion sérica de la PRL son menores a 25 ng/ml en

las mujeres (4.2-25 ng/ml) y en los hombres es menor de 20 ng/ml (3.1-20 ng/ml) (32). Los
valores superiores a estos limites se consideran como hiperprolactinemia.
La hiperprolactinemia puede tener varias causas, algunas en circunstancias fisiologicas tales como el
embarazo, lactancia y la actividad sexual. Las patologias causantes de hiperprolactenemia son 1)
prolactinoma, 2) adenomas pituitarios no funcionales y tumores paraselares, tales como
meningioma y craneofaringioma que comprimen la silla turca o hipotadlamo, 3) drogas que
estimulan la secrecion de PRL como los antagonistas dopaminérgicos e inhibidores de la
recaptacion de catecolaminas, 4) hipotiroidismo, 5) enfermedades de la pared toracica, 6)
alteraciones hepaticas, 7) alteraciones renales e 8) hiperprolactinemia idiopatica (cuando no se
encuentra una causa explicable o probable) (33, 34).

Estudios durante los ultimos afios han mostrado que la PRL existe en varias formas
moleculares, algunas resultan de modificaciones post-translacionales y otras por factores
genéticamente determinados. Esto ha sugerido que la PRL es una pro-hormona, la cual es
sintetizada como una molécula precursora y entonces convertida a diferentes formas
(fragmentacion, glicosilacion, fosforilacion, deamidacion, sulfatacion, formacion de dimeros y
polimeros, o a la unidén con otras proteinas), las cuales pueden afectar sus propiedades
bioldgicas en forma independiente a su inmunorreactividad. En el suero de sujetos normales y
en la mayoria de pacientes con hiperprolactinemia, la mayor inmunorreactividad de la PRL
por cromatografia de filtracion en gel se encuentra en forma monomérica, con un peso
molecular de 23 kDa (“little PRL”), cantidades menores se encuentran junto al volumen vacio
(“big big PRL” >100 kDa) o en una posicion que corresponde al peso molecular entre 45 a 50
kDa (“big PRL”) (35-39). Varios estudios han reportado que la presencia de
hiperprolactinemia asintomatica en algunas pacientes estd relacionada a la presencia
predominante de big big PRL circulante (35-48), también llamada macroprolactinemia
(38,40). La frecuencia reportada de macroprolactinemia en diferentes estados
hiperprolactinémicos va de 8% al 28%, dependiendo del nimero de pacientes estudiados, nivel
de atencion médica o de la presencia o no de sintomas o signos relacionados a la

hiperprolactinemia (49-54).



La causa principal de la macroprolactinemia es debida a la presencia de
autoanticuerpos anti-PRL de isotipo IgG, el cual forma un complejo PRL-IgG con un peso
aproximado de 180 kDa. La presencia de autoanticuerpos anti-PRL inicialmente fue detectada
en el suero de pacientes con hiperprolactinemia idiopdtica y en quienes no se presentaban los
sintomas clinicos de hiperprolactinemia (41,42). Hattori y cols (43), reportaron en pacientes
con hiperprolactinemia idiopatica y sin trastornos autoinmunes una frecuencia de
autoanticuerpos anti-PRL del 16% (12/75), asi como una correlacion positiva entre los titulos
de autoanticuerpos anti-PRL y los niveles séricos de PRL (r=0.74), en contraste, la frecuencia
de autoanticuerpos anti-PRL en otros estados hiperprolactinémicos fue mucho menor: en la
inducida por drogas de 4.8% (3/63), en prolactinomas de 2.7% (1/37), por otras causas de 3%
(1/33) y en normoprolactinemia (<30 pg/L) de 1.3% (3/228). Otros estudios han demostrado
que los anticuerpos anti-PRL también se encuentran en el 2.4-2.9% de mujeres embarazadas
sanas (55,56), en el 40% de los pacientes con lupus eritematoso sistémico con
hiperprolactinemia idiopatica (57) y en el 44.4% de los pacientes infectados por el virus de la
inmunodeficencia humana (VIH) con hiperprolactinemia (58). Varios estudios han encontrado
que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL de isotipo IgG en pacientes con
macroprolactinemia va del 62.5-92%, dependiendo del ntimero de pacientes estudiados
(42,43,48,55-61).

Independientemente de la naturaleza de la big big PRL, la ausencia de sintomas ha sido
atribuida a una baja actividad bioldgica de esta isoforma (44). Sin embargo, también se ha
reportado como normal (45,46) o incluso incrementada (46) la actividad bioldgica de la big
big PRL. La actividad bioldgica del complejo PRL-IgG también ha sido reportada desde
normal (47,61,62), baja o incrementada (48). Estos resultados han dependido de: 1) Las
muestras probadas (suero total o fracciones obtenidas por cromatografia de filtracion en gel), y
2) el método usado para detectar la PRL inmunorreactiva (radioinmunoensayo o ensayo
inmunoradiométrico).

Debido a la falta de sintomas en muchos pacientes con hiperprolactinemia con
macroprolactinemia y al hallazgo de que la macroprolactina exhibe una bioactividad in vitro
normal en el bioensayo por células Nb2, se ha propuesto que la macroprolactina no tiene una
actividad biologica in vivo porque es incapaz de llegar a su célula blanco a través del endotelio

debido a su peso molecular grande y/o a un cambio en su carga neta (43,61,62). Sin embargo,



el desarrollo reciente de los nuevos bioensayos homologos in vitro para la hPRL (63) ha
enfatizado la especificidad de especie de la respuesta biologica observada por varios
lactogenos, sugiriendo que el uso de un bioensayo heterdlogo (como el bioensayo en células

Nb2) puede no ser apropiado para determinar la bioactividad de la hPRL sérica.

Importancia clinica de la macroprolactinemia

El predominio de la PRL de alto peso molecular o macroprolactinemia, ha sido bien
reconocido en pacientes hiperprolactinémicos con fertilidad probada (40,41,49,55,56,62). La
presencia de macroprolactinemia es un fenomeno relativamente frecuente en pacientes con
hiperprolactinemia, el no reconocer esta entidad puede llevar a los médicos tratantes a solicitar
estudios innecesarios (tomografias y/o resonancias magnéticas de hipofisis y estudios
hormonales complementarios) o incluso dar tratamientos inapropiados. Por lo anterior, se ha
sugerido que el primer abordaje en los pacientes con hiperprolactinemia pero con pocos datos
clinicos de hiperprolactiemia se realice un escrutinio para detectar la presencia de
macroprolactinemia dado que esta entidad generalmente es una condicidon benigna

(49,52,53,64,65).
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Planteamiento del problema

Es conocido que los niveles séricos elevados de PRL por arriba de 25 ng/ml repercuten
en la homeostasis hormonal, independientemente del origen de la alteracion y que pueden
presentar 6 no manifestaciones clinicas diversas. Existen varias isoformas de la PRL
identificadas en el suero y otros liquidos bioldgicos, la isoforma circulante que con mayor
frecuencia se encuentra es un polipéptido de una solo cadena, la PRL monomérica (little PRL),
con peso molecular de 23 KDa y corresponde alrededor del 85% del total de la PRL circulante
en suero de sujetos normales y en la mayoria de las pacientes con hiperprolactinemia. Se ha
reportado que entre un 10% a 30% de los pacientes con hiperprolactinemia idiopatica tienen
macroprolactinemia. Aunque generalmente la presencia de macroprolactina se asocia a la
ausencia de sintomas clinicos de hiperprolactinemia, hay datos contradictorios. Esto puede ser
explicado porque la presencia sola de la macroprolactina no excluye la presencia de
hiperprolactinemia a expensas de la PRL monomérica (verdadera hiperprolactinemia), la cual
es la isoforma de la PRL a la que se le atribuyen los verdaderos efectos bioldgicos in vivo, es
decir, algunos pacientes tienen macroprolactinemia, pero también cursan con niveles elevados
de PRL libre o monomérica, explicando entonces las manifestaciones clinicas de
hiperprolactinemia. Por otra parte, aunque la etiologia mas frecuente de la macroprolactinemia
es debida a la presencia de autoanticuerpos anti-PRL de isotipo IgG; es bien conocido, que el
porcentaje de macroprolactinemia estimado por cromatografia de filtracion no correlaciona
con el porcentaje estimado obtenido por cromatografia de afinidad para IgG, lo que sugiere
que durante el proceso de afinidad la PRL puede ser separada de la IgG, pero también pude
deberse a que la participacion de otros isotipos de inmunoglobulinas (IgM o IgA) y que no son
unidas a la proteina A o G que se usan en la cromatografia de afinidad, pueden estar presentes

y por lo tanto ser causas aun no estudiadas para la presencia de macroprolactinemia.

Justificacion
En el presente trabajo se determinara la frecuencia de macroprolactinemia en mujeres con
diferentes estados hiperprolactinémicos, asi como se determinara la o etiologias mas frecuente

de la macroprolactinemia. Finalmente, se determinard si la presencia de macroprolactinemia

~11 ~



y/o la concentracion libre de PRL esta asociada a las manifestaciones clinicas de
hiperprolactinemia. Esto ultimo, con la finalidad de identificar con precision que pacientes se
pudieran beneficiar con un tratamiento para disminuir las concentraciones de PRL.

En base a lo anterior, nos hicimos las siguientes preguntas

1. (Cudl es la frecuencia de macroprolactinemia en mujeres no embarazadas con

diferentes estados hiperprolactinémicos?
2. (Cuales son las etiologias mas frecuentes de la macroprolactinemia?
3. (Cual es la sintomatologia mas frecuente de la macroprolactinemia y si esta

difiere de la encontrada en pacientes con hiperprolactinemia, pero sin

macroprolactinemia?
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HIPOTESIS

Nuestras hipotesis de trabajo fueron las siguientes:

Las pacientes con diferentes estados hiperprolactinémicos tienen una frecuencia de
macroprolactinemia del 15% y es mayor en aquellas que tienen hipeprprolactinemia idiopatica

que en otros estados hiperprolactinémicos (tumoral, drogas, hipotiroidismo, etc.).

La etiologia mas frecuente de la macroprolactinemia en las mujeres con diferentes estados

hiperprolactinémicos es debida a la presencia de autoanticuerpos anti-PRL de isotipo IgG.
Las pacientes con hiperprolactinemia, pero sin macroprolactinemia en comparaciéon a las

pacientes con macroprolactinemia tienen mayores manifestaciones clinicas de

hiperprolactinemia.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la frecuencia de macroprolactinemia en mujeres no embarazadas con diferentes
estados hiperprolactinémicos, asi como su etiologia y la relacién con las manifestaciones

clinicas clasicas de hiperprolactinemia.

Objetivos especificos

1. Determinar la frecuencia de  macroprolactina en mujeres con diferentes estados
hiperprolactinémicos.

2. Determinar la etiologia de la macroprolactinemia.

3. Determinar la relacion entre la macroprolactinemia y/o su etiologia y la concentracion
sérica de PRL total y libre.

4. Determinar la relacion entre el porcentaje de macroprolactinemia, su etiologia y las

concentraciones séricas con las manifestaciones clinicas clasicas de hiperprolactinemia.
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SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

1. Lugar donde se realizo el estudio.

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva.
UMAE. Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala” del Instituto
Mexicano del Seguro Social y en el Servicio de Biologia de la Reproducciéon Humana del

Hospital Juarez de México de la Secretaria de Salud.

2. Disefio de la investigacion.
Tipo de Estudio.
1) Para el objetivo especifico 1.
a) Por el control de la maniobra experimental por el investigador: Observacional.
b) Por la captacion de la informacion: Prolectivo.
c¢) Por la medicion del fendomeno en el tiempo: Transversal.
d) Por la presencia de un grupo control: Descriptivo.
e) Por la direccion del andlisis: Sin direccion.
f) Por la ceguedad en la aplicacion y evaluacion de las maniobras: Ciego.
Diseiio:

Estudio Transversal descriptivo.

1I) Para el objetivo especifico 2.
a) Observacional.

b) Prolectivo.

c) Transversal.

d) Comparativo.

e) Sin direccion.

f) Ciego.

Diserio:

Estudio Transversal comparativo.
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3. Disefo de la muestra.

3.1 Poblacion de estudio: Suero de mujeres no embarazadas atendidas en la
unidades participantes. La captacion de muestras séricas se llevo a cabo por el
Servicio de Hormonas del  laboratorio clinico del Hospital de Ginecologia y
Obstetricia No. 4, IMSS y por la consulta externa del Hospital Juarez de México.
Las muestras séricas con hiperprolactinemia (PRL >25 ng/ml) fueron incluidas para
fines de este estudio. En la Unidad de Investigacion Médica en Medicina
Reproductiva, las muestras séricas se les determino la presencia de
macroprolactina por el método de precipitacion con polietilenglicol y se corroboro
por cromatografia de filtracion en gel. La etiologia se determino mediante

cromatografia de afinidad con sefarosa acoplada a proteina G (véase anexos).

3.2 Muestra: Suero de mujeres no embarazadas que por cualquier razon se les haya
solicitado la determinacion de PRL (muestreo consecutivo no aleatorio), esto es, se
tomaron todos los sueros con hiperprolactinemia, en el periodo comprendido del 1°

Abril del 2008 a Mayo del 2009.

3.3 Grupo de estudio: A partir de la muestra se identificaron a dos grupos, uno con

macroprolactinemia y otro sin macroprolactinemia.
3.4 Criterios de seleccion:
a) Criterios de inclusion para la muestra.
1. Suero de mujeres no embarazadas con hiperprolactinemia.

2. Tener expediente en la Unidad donde se le tomo la muestra sérica.

b) Criterios de eliminacion.

1. No haber encontrado el expediente clinico.
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DEFINICION DE LAS VARIABLES

1. Hiperprolactinemia.

- Definicion operativa. Se considero que un paciente tenia hiperprolactinemia cuando tuvo un
valor de PRL sérica > 25 ng/ml.

- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de la variable: 1. Sin hipeprolactinemia.

2. Con hiperprolactinemia.

2. Macroprolactinemia.

- Definicion operativa. Se determino su presencia en base a la concentracion relativa de big
big PRL o macroprolactina estimada por cromatografia de filtraciéon en gel. Un porcentaje
mayor de 50% de big big PRL fue considerado como macroprolactinemia (Véase anexos).

- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de la variable: 1. Con macroprolactinemia.

2. Sin macroprolactinemia.

3. Autoanticuerpos anti-PRL.

- Definicion operativa. Para isotipo IgG, se determino en base al porcentaje de PRL unida a
IgG utilizando proteina G acoplada a sefarosa CL-4B como inmunoprecipitante de los
complejos (PRL-IgG) y estos ltimos detectados con una ensayo inmunoenzimatico (EIA). Un
resultado positivo fue considerado cuando el porcentaje fue mayor a la media + 3 desviaciones
estandares de todos las muestras con un perfil cromatografico en gel con presencia de >95%
de little PRL (véase anexo 3).

- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de la variable: 1. Autoanticuerpos anti-PRL negativos.

2. Autoanticuerpos anti-PRL positivos.
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4. Infertilidad.

- Definicion operativa. Pacientes con el hallazgo retrospectivo de no concepcidon con
relaciones sexuales por mas de un afio sin uso de ningiin método de anticoncepcion y que
tuvieran el factor endocrino ovarico alterado.

-Escala de medicion: Nominal

- Categoria de la variable: 1. Sin infertilidad.

2. Con infertilidad.

5. Trastornos menstruales:

- Definicién operativa. Se determind como la presencia de opsomenorrea, oligomenorrea y/o

amenorrea.
- Escala de medicion: Nominal.
- Categoria de la variable: 1. Sin trastornos menstruales.

2. Con trastornos menstruales.

6. Alteraciones en la libido:

- Definicion operativa. Fue catalogada como presente al referir dispareunia, disminucion o
ausencia libido al interrogatorio

- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de la variable: 1. Sin alteraciones en la libido.

2. Con alteraciones en la libido.

7. Sindrome de ovario poliquistico:
- Definicion operativa. Se determiné si presentaban 2 de 3 de los criterios de Rotterdam para

el diagnostico de SOP.

- Escala de medicion: Nominal.
- Categoria de la variable: 1. Sin SOP.
2. Con SOP.
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8. Pérdida recurrente gestacional:
- Definicidén operativa. Se tomd en el caso de presentar 2 6 mas pérdidas gestacionales

menores a 20 semanas espontaneos.

- Escala de medicion: Nominal.
- Categoria de la variable: 1. Sin PRG.
2. Con PRG.

9. Hipotiroidismo:

- Definicion operativa. Pacientes con el hallazgo de TSH >4.0 mUI/ml 6 que ya tuvieran
previamente el diagnostico de hipotiroidismo.

- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de la variable: 1. Sin hipotiroidismo.

2. Con hipotiroidismo.
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ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico fue hecho con el paquete estadistico SPSS 11.0 (SPSS Inc.) y
con el MedCalc 7.2 (Medcalc Software). La significancia de la diferencia entre variables
continuas fue determinada por la prueba de ¢ student para muestras independientes (o la prueba
de U de Mann- Whitney para variables con distribucion no normal). La significancia de las
diferencias entre variables categoricas fue determinada por la prueba de chi cuadrada con
correccion de continuidad de Yates o con la prueba exacta de Fisher. Las relaciones lineales
entre variables continuas fueron evaluadas por el coeficiente de correlacion de Pearson. La
sensibilidad, especificidad y valores predictivos del porcentaje de macroprolactinemia con
PEG fueron estimados a varios puntos de corte para la determinacion de macroprolactinemia
(usando la cromatografia de filtracion en gel como estandar de oro). Una curva de
caracteristicas operantes del receptor (COR) fue construida y el area bajo la curva fue

calculada. Un valor de p <0.05 a dos colas fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Descripcion general. La muestra del estudio incluyo a un total de 326 mujeres, con una media
de edad de 33.4 + 8.9 afios (amplitud 14-63 afos). La mediana de la concentracion sérica de
PRL total fue de 38.3 (amplitud 25.5-1,860.0 ng/ml). Los motivos mas frecuentes para la
solicitud de la determinacion de PRL sérica fue la infertilidad en el 32.5%, presencia de
galactorrea en el 30.1% y la presencia de trastornos menstruales en el 19.6% (Tabla 1). La
etiologia de la hiperprolactinemia solo se pudo identificar en 87 mujeres (26.7%), las causas
fueron hipotiroidismo en 61, tumores hipofisiarios en 22 y por medicamentos en 4 (dos por
antidepresivos triciclicos, una por metoclopramida y una por haloperidol). En el resto de las
239 pacientes (73.3%) no se pudo identificar una causa de hiperprolactinemia, por lo que

fueron consideradas como portadoras de hiperprolactinemia idiopatica.

Tabla 1. Motivos de la solicitud del estudio de PRL en las mujeres con hiperprolactinemia.

Motivo N =326 (%)
No especificada 49 15.0
Infertilidad 106 32.5
Galactorrea 98 30.1
Amenorrea 44 13.5
Trastorno menstrual* 17 52
Pérdida gestacional recurrente 8 2.5
Opsomenorrea 3 0.9
Amenorrea-galactorrea 1 0.3

* Se incluyeron como trastorno menstrual todas las alteraciones del ciclo que no incluyera opsomenorrea, oligomenorrea
y amenorrea.
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Frecuencia de macroprolactinemia.

De acuerdo a los perfiles obtenidos por cromatografia de filtracion en gel (Figura 1), se
considerd que un suero tenia macroprolactinemia cuando la isoforma predominante fue la big
big PRL (= 50%) (Figura 1B y 1D). La macroprolactinemia fue detectada en 57/326 (17.5%,
IC 95% 13.4% — 21.6%) mujeres con hiperprolactinemia.

De estas, la macroprolactinemia fue detectada en 6 mujeres con hiperprolactinemia secundaria
(todas con hipotiroidismo) (6.9%, IC 95% 1.6% — 12.2%). En contraste, la frecuencia de
macroprolactinemia fue significativamente mayor entre las mujeres consideradas con
hiperprolactinemia idiopatica (51/239 [21.3%, IC 95% 16.1% — 26.5%, p = 0.014]). Los
estudios de imagen (TAC o RM de hipofisis) se realizaron en 16/57 (28.1%) pacientes con
macroprolactinemia, todos ellos con resultados normales, en cambio, fueron hechos en 36/269
(13.4%) pacientes sin macroprolactinemia, de estos 11 fueron normales, 18 con

microadenoma, 4 con macroadenoma, y 3 estudios de TAC fueron no concluyentes.

Etiologia de la macroprolactinemia.

En base a la proporcion de PRL retenida por la cromatografia de afinidad de sefarosa
acoplada a proteina G (Figura 2), se consider6é que un suero contenia anticuerpos anti-PRL de
1sotipo IgG cuando el porcentaje retenido fue mayor a la media + 3 DE (0.68% + 1.19%, es
decir >4.19%) de los sueros con predominio de la isoforma monomérica de la PRL (>95% de
little PRL) por cromatografia de filtracion en gel (Figura 1A). De acuerdo a esto, 54/57
pacientes con macroprolactinemia tuvieron un alto porcentaje de PRL retenida a la
cromatografia de afinidad (media de 23.7% + 8.3%) y los restantes tres sueros dentro de los
valores encontrados en los controles (0%, 1.5% y 2.1%). Por consiguiente, la frecuencia de
anticuerpos anti-PRL en los pacientes con macroprolactinemia fue de 94.7%, I1C 95% 88.9% —
100%. En adicion, hubo una correlacion positiva y significativa entre la concentracion de PRL
total y el porcentaje de PRL retenido por cromatografia de afinidad (r=0.63, p<0.001) (Figura
3).
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Figura 1. Perfiles representativos de la cromatografia de filtracion en gel de la PRL inmunoreactiva
en suero de pacientes con hiperprolactinemia en columna de 60x1 cm con Sephacryl 200 HR. Las
muestras séricas fueron puestas en la columna y se colectaron fracciones de 0.9 ml. (A) Patron
exclusivo o predominante de PRL monomeérica (little PRL); (B) Patron exclusivo o predominante de
macroprolactinemia (big big PRL); (C y D) Patron mixto con cantidades significativas de PRL
monomérica y macroprolactina, en C predomina la PRL monomérica y en D predomina la
macroprolactina. En la parte superior se muestran los pesos moleculares relativos (kDa) estimados
por su perfil de elusion.
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Figura 2. Perfiles representativos de la cromatografia por afinidad a proteina G acoplada a sefarosa
de la PRL inmunoreactiva en (A) suero de una paciente sin autoanticuerpos anti-PRL y (B) en suero
de una paciente con autoanticuerpos anti-PRL.
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Figura 3. Relacion entre la concentracion de PRL sérica total y el porcentaje de PRL unida a proteina

G acoplada a sefarosa.
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Caracterizacion de los pacientes con macroprolactinemia.

Para caracterizar a las pacientes hiperprolactinémicas con y sin macroproloactinemia,
se realizd una comparacion entre sus variables demograficas, de laboratorio y clinicas (Tabla
2). La edad y el indice de masa corporal fueron semejantes entre los dos grupos. La mediana
de la concentracion sérica de PRL total fue de 38.1 ng/ml (amplitud 25.5-1,860.0 ng/ml) en
las pacientes sin macroprolactinemia, semejante a la mediana de las pacientes con
macroprolactinemia 42.0 ng/ml (amplitud 26.0-268.6 ng/ml), en contraste la mediana de la
concentracion de PRL libre o monomérica fue significativamente mayor en las pacientes sin
macroprolactinemia que en las pacientes con macroprolactinemia (31.7 ng/ml vs. 9.2 ng/ml,
p<0.001). Como era de esperarse la proporcion de macroprolactinemia fue significativamente
mas alta en las pacientes con macroprolactinemia que en las pacientes sin macroprolactinemia

(78.6 £10.7 vs. 16.3 £13.6, p<0.001

Tabla 2. Comparacion entre las variables demogrdficas, de laboratorio y clinicas de las pacientes

hiperprolactinémicas con y sin macroprolactinemia.

Variable Sin MPRL Con MPRL Valor de
n =269 n=57 o]
Edad (afios, media + DE) 33.6+8.9 32.9+9.1 0.62 *
indice de masa corporal (media * DE) 27.4+4.8 27.7+4.1 0.72 *
PRL total (ng/ml, mediana, amplitud) 38.1(25.5-1,860.0) 42.0(26.0-268.6) 0.27 %
PRL libre (ng/ml, mediana, amplitud) 31.7 (25.5-1,860.0) 9.2 (2.2-22.2) <0.001 %
% MPRL (media * DE) 16.3+13.6 78.6 £10.7 <0.001 *
Big big PRL (media + DE) 2.9%7.0 72.0+10.0 <0.001 *
Big PRL (media * DE) 0.9+2.2 3.1+4.1 <0.001 *
Little PRL (media + DE) 96.0+ 8.7 24.9 +10.1 <0.001 *
% de .PRL retenida por proteina G 08+14 995495 <0.001 *
(media + DE)
Alteraciones menstruales (%) 116 (44.8) 14 (24.6) 0.014 §
Galactorrea (%) 91 (33.8) 7 (12.3) 0.002 §
Infertilidad (%) 85 (31.6) 21 (36.8) 0.54 §
Alteracion en la libido (%) 13 (4.8) 1(1.8) 0.50 9
Tratamiento prescrito (%) 147 (54.6) 44 (77.2) 0.003 §
Sindrome de ovario poliquistico (%) 22 (8.2) 4 (7.0) 093¢
Hiperprolactinemia secundaria (%) 81(30.1) 6 (10.5) 0.004 §
Anticuerpos anti-PRL (%) 0(0.0) 54 (94.7) <0.001 §
MPRL = Macroprolactinemia.
* t de student para muestras independientes.
¥ Prueba de U de Mann-Whitney.
§ Chi cuadrada con correccion de Yates.
91 Prueba exacta de Fisher
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El porcentaje de las diferentes isoformas de la PRL por cromatografia de filtracion en
gel varid entre los grupos, siendo significativamente mayores tanto la big big PRL como la big
PRL en las pacientes con macroprolactinemia, en contraste, la isoforma little PRL fue
significativamente mayor en las pacientes sin macroprolactinemia. Aunque las
manifestaciones clinicas generalmente atribuidas a la hiperprolactinemia estaban presentes,
tanto en las pacientes sin y con macroprolactinemia se observd que la frecuencia de las
alteraciones menstruales y de galactorrea fueron significativamente mas frecuentes en las
pacientes sin macroprolactinemia que en las pacientes con macroprolactinemia (p<0.014). En
cambio, no hubo diferencia entre la frecuencia de infertilidad, alteraciones en la libido o
presencia del sindrome de ovario poliquistico entre los grupos. Las causas secundarias de
hiperprolactinemia (principalmente hipotiroidismo o tumores hipofisiarios) fueron
significativamente mas frecuentes en las pacientes sin macroprolactinemia en comparacion a
las pacientes con macroprolactinemia (30.1% vs. 10.5%, p=0.004). Interesantemente, el
tratamiento farmacologico con agonistas dopaminérgicos fue mas frecuentemente prescrito en
las pacientes con macroprolactinemia que en las pacientes sin macroprolactinemia (77.2% vs.

54.6%, p=0.003).

Utilidad del método de precipitacion de la PRL sérica con polietilenglicol (PEG) en la
deteccion de macroprolactinemia.

Hubo una correlacion positiva y significativa entre el porcentaje de big big PRL
determinado por cromatografia de filtracion en gel (estandar de oro) y el porcentaje de
prolactina precipitado con PEG (esto es, el porcentaje de macroprolactina, el cual fue
calculado como sigue: (PRL sérica total — PRL en el sobrenadante después de haber sido

tratado el suero con PEG)/PRL sérica total x 100 (r = 0.916, p<0.001 [r2 = 0.84], (Figura 4).
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Figura 4. Correlacion entre la concentracion relativa de big big PRL o macroprolactina determinado
por cromatografia de filtracion en gel y el porcentaje de macroprolactinemia precipitado con
polietilenglicol (PEG). La linea horizontal denota el limite para el predominio de macroprolactinemia
(250%) y la linea vertical esta puesta a 49.2% del porcentaje de macroprolactinemia precipitado por
PEG, el cual representa el mejor punto de corte para la deteccion de macroprolactinemia.

El area bajo la curva del porcentaje de PRL precipitada con PEG para detectar un
predominio de macroprolactinemia fue de 1.0 (IC 95% 0.988-1.0, Figura 3. El mejor punto de
corte fue >49.2; este punto de corte tuvo una sensibilidad de 100% (IC 95% 93.7% — 100%)),
especificidad de 99.3% (IC 95% 97.3% — 99.9%), y los valores predictivos positivo y negativo
de 95.8% (IC 95% 87.5% — 98.7%) y 99.8% (IC 95% 98.2% — 100%), respectivamente. Las
tasas de verosimilitud positiva y negativa fueron de 107.1 (IC 95% 31.2 — 367.8) y de 0.009
(IC 95% 0.001 — 0.14). Como se muestra en la Figura 4, hubo 2 falsos positivos, sin embargo,
ambas muestras mostraron tener cantidades significativas de big big PRL, pero inferiores al

50% por cromatografia de filtracion en gel (44.6% y 40.8%, respectivamente).
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Figura 5. Curva caracteristica operante del receptor del porcentaje de macroprolactinemia (PRL
serica precipitada con polietilenglicol al 12.5%) para la deteccion de macroprolactinemia en
pacientes con hiperprolactinemia.
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DISCUSION

La presencia de macroprolactinemia es un hallazgo comun en pacientes con
hiperprolactinemia. Este estudio demostr6 que el 17.5% de las pacientes con diferentes estados
hiperprolactinémicos tienen macroprolactinemia y cuando son excluidas las causas de
hiperprolactinemia secundaria, su frecuencia es discretamente mayor (21.3%, es decir,
aproximadamente 2 de cada 10 mujeres). Estos resultados son consistentes con otros estudios
reportados en donde la frecuencia de macroprolactinemia oscila del 9.6% — 45.0%
(43,49,50,52,57,66—74). La etiologia de la macroprolactinemia en nuestra serie fue debida en
casi todos los casos a la presencia de autoanticuerpos anti-PRL (94.7%). Otros reportes
también han mostrado que la presencia de los anticuerpos anti-PRL es la principal causa de
macroprolactinemia, con una frecuencia que va del 66% — 100%, similar a la de nosotros
tomando en cuenta el nimero de pacientes incluidos en cada serie (42,55-57,59). La presencia
de autoanticuerpos anti-PRL (y por lo tanto de macroprolactinemia) se considera que es una de
las causas de hiperprolactinemia debido a que la hiperprolactinemia es mas comin en
pacientes con macroprolactinemia que en pacientes sin macroprolactinemia y porque existe
una correlacion positiva entre el porcentaje de PRL unida a IgG y la concentracion sérica total
de PRL (como también fue demostrada en nuestra serie de pacientes) (43,56—58). Ademas,
también se ha demostrado que el complejo PRL-IgG es aclarado de la circulaciéon mas
lentamente que la PRL monomérica, lo que permite que sea eliminada mas lentamente por los
rifones y debido a su alto peso molecular impide la retroalimentacion negativa a nivel
hipofisiario para frenar la secrecion de PRL hipofisiaria manteniendo niveles elevados de ella
en la circulacion (47,61). Todos estos hallazgos, soportan la hipdtesis de que la
macroprolactinemia es la causa de la hiperprolactinemia en estos pacientes.

Una fortaleza indudable de nuestro estudio fue el hecho de que a todas las muestras se
les realizd cromatografia de filtracion en gel, como el estandar de oro incuestionable para
detectar la concentracion relativa de las diferentes isoformas de la PRL. Previos estudios de
prevalencia de macroprolactinemia se han basado usando el método de precipitacion de la
PRL sérica con polietilenglicol (porcentaje de macroprolactinemia precipitado) como
indicador de macroprolactinemia. Varios puntos de corte del porcentaje de

macroprolactinemia por PEG se han empleado para determinar la presencia predominante de
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macroprolactinemia, generalmente es aceptado un valor mayor del 60%, pero con la
posibilidad de realizar un diagndstico erréneo de macroprolactinemia en cerca del 10% de las
pacientes (75). Por esto la importancia de validar localmente la utilidad del método de
precipitacion de la PRL con polietilenglicol. Con respecto a esto, nosotros encontramos una
correlaciébn positiva y significativa entre el porcentaje de macroprolactinemia por
polietilenglicol y el porcentaje de big big PRL por el estandar de oro (cromatografia de
filtracion en gel). Este método, con un punto de corte de >49.2% mostrd tener un alto
rendimiento diagndstico, con sensibilidad del 100% y especificidad del 99.3%. Este método es
muy barato y dada su accesibilidad lo hace util para la practica clinica.

Las alteraciones menstruales y la infertilidad son las principales razones por las que
una mujer puede acudir al ginec6logo. La prevalencia de infertilidad femenina es de 5.4% en
Europa y de 6.0% en EUA (76). La concentracion sérica de PRL usualmente es determinada
como parte de la evaluacion de disfuncién gonadal, dado que su elevacion interfiere con la
secrecion pulsatil de la hormona liberadora de las gonadrotropinas (GnRH), resultando en
irregularidades menstruales y disfuncién gonadal (78)

Aunque la significancia clinica de la macroprolactinemia no es del todo clara, la mayoria de
las pacientes con macroprolactinemia tienen ciclos menstruales normales, no muestran
disfuncion gonadal y pueden embarazarse sin ningin tipo de tratamiento médico
(38,41,43,45,47-49,56,62,70,73) debido a que la bioactividad de la macroprolactina es baja
(47,61,63,79). En nuestras pacientes con macroprolactinemia, los sintomas de
hiperprolactinemia fueron infrecuentes. La mayoria de las pacientes tenian una historia
menstrual normal y sélo el 12.3% presentaron galactorrea, en contraste estas manifestaciones
clinicas fueron significativamente mas frecuentes en las pacientes con hiperprolactinemia pero
sin macroprolactinemia. Interesantemente, cuatro pacientes con macroprolactinemia tuvieron
concentraciones séricas de PRL mayores a 100 ng/ml, en 3 de ellas se les realiz6 TAC y/o
RM, las cuales resultaron ser normales, una presentaba alteraciones menstruales e infertilidad,
pero también tenia el diagnostico de sindrome de ovario poliquistico, y 3 de estas pacientes
recibieron tratamiento con agonistas dopaminérgicos a pesar de no referir sintomatologia de
hiperprolactinemia. En relacion a estas observaciones, algunas mujeres con hiperprolactinemia
debida a la presencia de macroprolactinemia tienen alteraciones menstruales y disfuncion

gonadal debido a causas no relacionadas a la PRL, en estos casos, los sintomas pueden ser
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atribuidos a la hiperprolactinemia si los clinicos no consideran la posibilidad de la
macroprolactinemia, resultando en tratamientos inapropiados con agonistas del recepor D2
(79) o cirugia sin beneficio a largo plazo (80); en otras palabras, considerando que las
alteraciones menstruales y la infertilidad son signos clinicos comunes y dado que la
macroprolactinemia es igual de comun, entonces es muy probable la coincidencia de tener
tanto irregularidades menstruales/infertilidad y macroprolactinemia y potencialmente provocar
un diagnodstico equivocado (73). Dos estudios que han enfatizado lo anterior han demostrado
como las pacientes que posteriormente se les hizo el diagnoéstico de macroprolactinemia
fueron manejadas durante afios antes del diagnostico de macroprolactinemia (64,69); en el
80% de las pacientes se les realizo una TAC o RM y entre el 80-90% de las pacientes
recibieron tratamiento con agonistas dopaminérgicos, esto Ultimo es acorde con los hallazgos
que encontramos en nuestra serie de pacientes. Ademads en estos mismos estudios se encontrd
que el diagnostico final fue retardado en todos los casos, siendo los diagndsticos mas
frecuentes el sindrome de ovarios poliquisticos y la amenorrea asociada a pérdida de peso. Por
otro lado, se ha reportado que la frecuencia de anormalidades en la TAC o RM en pacientes
con macroprolactinemia es del 10-20% (73), sin embargo, esta frecuencia de alteraciones es la
misma que se encuentra en la poblacion general (81,82), por lo que se puede anticipar que 1 en
5 a 10 pacientes con macroprolactinemia puedan tener imagenes en la hipofisis sugestivas de
un adenoma hipofisiario, incluso hay reportes en que estas pacientes han sido sometidas a
cirugia (80). De acuerdo a todo lo anterior, en las pacientes con macroprolactinemia incluidas
en este estudio que presentaban alteraciones menstruales/infertilidad sea una coincidencia mas
que el efecto de la hiperprolactinemia, debido a que en todas las pacientes presentaban
concentraciones de PRL libre menores a 22.5 ng/ml, por lo que dificilmente se puede explicar

que la sintomatologia presente esté relacionada a la PRL.
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CONCLUSIONES

La macroprolactinemia es una condicion muy frecuente en las mujeres con
hiperprolactinemia, principalmente en aquellas con hiperprolactinemia idiopatica. La etiologia
de la macroprolactinemia en la mayoria de las pacientes es debida a anticuerpos anti-PRL. Las
manifestaciones clinicas atribuidas a la hiperprolactinemia son infrecuentes en las pacientes
con macroprolactinemia. Dada la frecuencia de macroprolactinemia, esta condicion debe ser
descartada en todos los pacientes con hiperprolactinemia para entonces dar un diagndstico y
tratamiento mas racional en estas pacientes y/o para la busqueda de diagnoésticos alternos que
también expliquen la sintomatologia de las pacientes. El método de precipitacion de la PRL
con polietilenglicol tiene un excelente rendimiento diagndstico para detectar la presencia de
macroprolactinemia, es facil de realizarse, barato y muy util en la evaluacion de las pacientes

con hiperprolactinemia.
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ANEXOS

Determinacion de PRL

La concentracion de PRL sérica total, libre y de las cromatografias de filtracion en gel
y de afinidad fueron determinadas por un ensayo inmunoenzimatico (EIA) ultrasensible para
PRL humana desarrollada por el Dr. Alfredo Leafios Miranda y que ha sido descrito
previamente (58). Brevemente, placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc, Roskilde, Denmark)
fueron sensibilizadas con 100 pl de anticuerpos monoclonales especificos par hPRL
(American Qualex, San Clemente, CA) a una concentracion de 3 pg/ml en amortiguador de
carbonatos-bicarbonatos 0.1 M, pH 9.0. Las placas fueron incubadas por 2 horas a 37 °C y
almacenadas a 4 °C hasta su uso. Los pozos fueron bloqueados con 300 pl de leche
descremada al 5% en amortiguador de salino de fosfatos (PBS), pH 7.4 conteniendo Tween-20
al 0.05% por una hora a 37 °C. Después de lavar 4 veces la placa con PBS-Tween-20, las
muestras fueron afiadidas por duplicado a diferentes diluciones para obtener paralelismo con la
curva estandar, e incubadas una hora a 37 °C, después fueron lavadas 4 veces con PBS-Tween-
20 y subsecuentemente incubadas con antisuero anti-hPRL de conejo (producido por el Dr.
Alfredo Leafios Miranda) a una concentracion final 1:2,000. Seguido de la incubacion por una
hora a 37 °C, las placas fueron lavadas y subsecuentemente incubadas con antisuero de cabra
anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Dako, Carpinteria, CA) a una dilucién 1:2,000 por
una hora a 37 °C. Posteriormente las placas fueron lavadas 5 veces con PBS-Tween-20 antes
de que la reaccion fuera revelada con o-fenilendiamina (Sigma, St Louis, MO). La densidad
optica fue leida a 490 nm usando un lector de ELISA (Molecular Device). La minima cantidad
detectable por este método es de 0.018 ng/ml y los coeficientes de variacion inter- e intra-
observador son menores a 6.8%. La presencia de autoanticuerpos anti-PRL no interfiere con el
ensayo y es capaz de detectar cualquier isoforma de la PRL humana.

Extraccion sérica de PRL libre
Se realizaron los siguientes pasos:

1. 200 pl de suero se dejaron a 37 °C por 30 min.

Se agrego al suero 200 ul de polietilenglicol 6,000 (PEG) al 25% y se agitd

vigorosamente, la mezcla se centrifugoé a 3,000 rpm por 30 minutos a 4 °C.

En el sobrenadante se determind la PRL libre por EIA.

4. Los estandares de PRL comercial se trataron de la misma manera para excluir el efecto del
procedimiento de extraccion en las mediciones.

(O8]

El PEG a la concentracion final de 12.5 % precipita fracciones de gammaglobulinas.
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Inmunoprecipitacion de complejos PRL-IgG
En tubos Eppendorf de 1.5 ml se depositaron 200 pul de proteina G acoplada a sefarosa

(previamente hidratada). Una vez preparados los tubos se agrega 900 pl de amortiguador

fosfato salino (PBS, pH 7.4) conteniendo 0.2 % de azida de sodio, luego se continudé con la

siguiente secuencia:

1. Agregar 100 pl del suero problema e incubar a temperatura ambiente en agitacion continua
por 10 minutos (durante este proceso la IgG presente en el suero es unida a la proteina G
acoplada a sefarosa), se centrifuga a 3,000 r.p.m. a 4 °C durante un minuto y se aspira el
sobrenadante.

2. El sedimento (IgG-proteina G acoplada a sefarosa) se lava con 1 ml de PBS y se centrifuga
del mismo modo que en el paso 1 y este lavado se repite cinco veces mas (durante este
proceso son eliminados del tubo las proteinas que no fueron retenidas por la proteina A,
quedando solamente la IgG).

3. Después del quinto lavado y una vez aspirado el PBS, se resuspende el sedimento con 900
ul de 0.1 M glicina-HCI (pH 2.7) y se deja incubando a temperatura ambiente durante 10
minutos en agitacion continua (durante este proceso la IgG se separa de la proteina G
acoplada a sefarosa al igual que la PRL en caso de encontrarse en complejo con la IgG), se
centrifuga del mismo modo que en el paso 1. Luego el sobrenadante se neutraliza con 100
ul de 1 M TRIS-HCI (pH 9.0). En el sobrenadante se determina el porcentaje de union de
PRL a la IgG por EIA.

Cromatografia de filtracion en gel

Se utilizd6 una columna de vidrio de 60 x 1 cm, la cual se empacod con dextrana
(Sephacryl 200 HR, Pharmacia Fine Chemicals) usando la solucion eluyente PBS (pH 7.4)
conteniendo azida de sodio al 0.2 % y albumina bovina al 0.1 %. El empacado de la columna
se realizo a 4 °C, se dejo pasar el amortiguador (PBS) a través del lecho del gel (2-3 veces el
volumen de la columna) y se dejo estabilizar sin flujo durante 48 horas. La calibracion de la
columna y la filtracion de los sueros se hizo a 4 °C.

Calibracion de la columna

Se utilizaron pesos moleculares conocidos (SIGMA, Chemical CO) a concentraciones
de 0.2 % en PBS. Se aplico 1.5 ml de cada solucién a la columna cromatografica, se
recolectaron 60 fracciones de 0.9 ml, midiendo después su absorbancia de cada una de las
fracciones eluidas en un espectrofotometro a 280 nm. Se usaron los siguientes marcadores,
azul dextran (2,000 kDa, volumen vacio), albumina bovina (66 kDa),y citocromo C (12.4
kDa). Después se cromatografié en las mismas condiciones 125I—IgG (150 kDa), '"*I-hPRL (23
kDa) y '*I (volumen final), midiendo después las CPM en cada una de las fracciones eluidas.

Cromatografia de los sueros

Se utiliz6 entre 0.5 a 1 ml de suero diluido en PBS (volumen total de 1.5 ml), la
muestra se agrego a la columna lentamente e inmediatamente se inicio a colectar las fracciones
y en cada una de las fracciones se determind la concentracion de PRL por EIA.
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Anexo 2. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

HPRL/MACROPROLACTINEMIA
Fecha No. Progresivo (Codificacion interna)
Nombre
Edad Afiliacién
Antecedentes Gineco-Obstétricos.
Menarca______ aios FUM Ritmo
Gesta___ Para_____ Abortos____  Cesdreas_____

Método anticonceptivo

Motivo de envio o atencion

Antecedentes de ingesta reciente de medicamentos (en los ultimos 30 dias). Cual, tiempo de

tomarlo y dosis y motivo

Galactorrea (NO) (Sl), especifique

Trastornos menstruales (NO) (SI), especifique

Alteraciones en la libido (NO) (Sl), especifique
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Trastornos visuales (NO) (SI), especifique

Otros signos y/o sintomas, especifique

Hallazgos en la TAC o RM de hipofisis, especifique

Diagndstico de hiperprolactinemia por el médico tratante, especifique

Tratamiento prescrito para hiperprolactinemia (NO) (Sl), especifique

Observaciones
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Patologias endocrinas asociadas

Tiroidea

Ovarica

Suprarrenal

Metabdlica

Otra

Resultados de laboratorio

Prueba

Resultado

Prueba

Resultado

PRL sérica total

PRL sérica libre

% de macroprolactinemia por PEG

% de big big PRL por cromatografia
de filtracién en gel

% de big PRL por cromatografia de
filtracién en gel

% de little PRL por cromatografia
de filtracién en gel

% de PRL retenida en cromatografia
de afinidad con proteina G

Densidad Optica para IgG

Densidad Optica para IgA

Densidad Optica para IgM

TSH
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Anexo 3. Consentimiento informado

Hospital Juarez de México

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

El propdsito de esta carta es darle la informacion necesaria para que usted
decida su participacion en el estudio. Investigadores: Dra. Imelda Hernandez
Marin, Dra. Lizbeth Chinolla Arellano.

Propédsito del estudio: Se le ha pedido participar en un estudio que se esta
realizando en mujeres con elevacion de la hormona prolactina para determinar el
tipo. Si decido participar tendré que proporcionar muestra de sangre en una sola
ocasion.

Riesgo del estudio: Yo comprendo que no existe riesgo alguno con la toma de
las muestras, sin embargo puede ser molesta. Se me ha explicado que los
beneficios de este estudio son determinar el tipo y la cantidad de hormona
prolactina.

Compensacion: Se me ha explicado que no recibiré compensacién alguna de tipo
monetaria por participar en este estudio. Y que no pagaré nada por participar en
este estudio.

Confidencialidad: Comprendo que los resultados en caso de ser relevantes en mi
padecimiento se me daran a conocer a la brevedad posible. Las pruebas se
discutiran conmigo y sera confidencial conforme lo sefiala la ley.

La participacion es voluntaria: Me han explicado que la participacién en este
estudio es voluntaria. Si decido abandonar el estudio, esto no sera obstaculo para
ningun tratamiento que esté recibiendo o tenga que recibir, y no afectara mis
consultas médicas actuales o futuras en los servicios médicos que ofrece el
Hospital de Juarez de México.

Preguntas: Puedo ponerme en contacto con los investigadores del proyecto: En el
servicio de Biologia de la Reproduccién Humana, de lunes a viernes de 8 hrs a 15
hrs en los Consultorios 30 y 31 del hospital.

Nombre y firma:

Fecha:
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