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La existencia de la prolactina (PRL) en especies de rumiantes como la oveja o la vaca
estaba reconocida e identificada desde el primer cuarto del sigo XX. Sin embargo hasta el
inicio de los afios 70 no se identificd la PRL humana como una hormona distinta del resto
de hormonas lactogénicas: hormona de crecimiento (GH) y lactdgeno placentario. Esta
dificultad en la individualizacidn de la PRL fue consecuencia de su similitud en la actividad
biolégica con estas hormonas, asi como la pobre disponibilidad tecnoldgica en aquellos

momentos.

Cuando tan solo se disponia de bio-ensayos que se basaban en la actividad mamogénica o
lactogénica de estas hormonas, los materiales biolégicos en los que supuestamente estas
abundaban, inducian respuestas similares independientemente de la hormona (GH o PRL)

que contuvieran.

Con la llegada de la inmunologia aplicada a las determinaciones hormonales (inmuno
ensayos) estas diferencias se pusieron de manifiesto ya que, independientemente de la
similitud en la respuesta bioldgica, la capacidad inmunogénica de cada una de ellas era

completamente distinta y despertaba la creacién de anticuerpos especificos.

Cuando se pudieron realizar estudios de secuenciacidon de aminoacidos quedé claro que la
similitud estructural primaria de estas hormonas no se correspondia con una equivalencia

paralela en la composicién quimica.

El grado de identidad entre PRL y hormona de crecimiento es tan solo del 16 % y con el
lactéogeno placentario humano del 13%, lo que no deja de sorprender vista la alta
similitud en la respuesta biolégica inducida, que habia comportado el anonimato de la

PRL humana hasta 1970.

En este momento y desde dos laboratorios distintos (1,2) se publicé la identificacién y
purificacién de la PRL humana como un primer paso clave en el desarrollo de técnicas
inmunoldgicas para su determinacion y la exploracién de su papel en la funcién

reproductiva en la normalidad y la patologia.
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1.1. QUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LA PRL

El gen que codifica para la PRL en el genoma humano, se encuentra localizado en el
cromosoma 6 (3), tiene un tamafio de 10 Kb y estd compuesto de 5 exones y 5 intrones
(4). Su transcripcion esta regulada por dos regiones promotoras independientes, una
proximal que dirige la expresion hipofisaria especifica, y otra mas alejada responsable de

la expresion extrahipofisaria (5-7).

El gen de la PRL humana esta compuesto por un ADNc de 914 nucleétidos y contiene una
zona de lectura de 681 nucledtidos que codifican para una pre-hormona de 227
aminoacidos y peso molecular aproximado de 26 KDa, tras el procesamiento intracelular

de la cual, se obtiene una isoforma monomérica de PRL de peso molecular de 23 KD(8).

Figura 1. Molécula de PRL en 3D
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o

23 kDA prolactin

Figura 2.

Esta isoforma monomérica es la forma molecular
mayoritaria de PRL: una tnica cadena
polipeptidica de 199 aminodcidos con tres puentes
disulfuro intramoleculares y un peso molecular de
23 KDa, con una estructura terciaria formada por
4 hélices alfa dispuestas de forma antiparalela
(9) .

A parte de esta forma monomeérica (PRL-mo) se han caracterizado diferentes variantes en
cuanto a formas y tamafos moleculares, que pueden provenir de cambios en la
regulacién de la transcripcion de la expresion de PRL, aunque la mayoria se deben a
modificaciones postranscripcionales o al splicing alternativo del ARNm. La presencia de
éstas variantes es probablemente la responsable de algunas de las acciones pleiotrépicas

y de los diferentes efectos de ésta hormona (10).
Las variantes de la PRL monomérica mas frecuentes son (11):

* Formas diméricas ("big-PRL"): peso molecular aproximado de 45-60 KDa

* Formas poliméricas ("big-big-PRL"): 150-170 KDa, también denominada macroPRL.

En los sueros de individuos normales estas formas circulan conjuntamente en sangre
periférica y en proporcion mas o menos constante, con predominio de las formas
monomeéricas que constituyen del 80-95% de la PRL sérica total. Le siguen las formas
diméricas, del 15-30%, y finalmente las macroPRLs que conforman del 0-10% de la PRL

total (12-14).
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1.2. BloQuiMICA DE LA PRL

1.2.1. Sintesis y liberacion

La PRL es una hormona sintetizada y liberada principalmente por las células lactotropas

de la hipofisis anterior.

Figura 4. Posee dos zonas.
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Hipofisis k

anterior

En los periodos previos a la inmuno histoquimica, la distincidon entre las distintas estirpes
de células adenohipofisarias se basaba en su reaccion a la tincion convencional. En
funcidn de las caracteristicas quimicas de las hormonas sintetizadas, se las clasificaba en
acidofilas, basofilas o cromdfobas. Tanto las células secretoras de GH como las de PRL se
tefiian como acidofilas, lo que reforzaba la idea sostenida durante mucho tiempo de que
se trataba de la misma hormona. La inmuno-histoquimica permitié identificar ambas
hormonas como segregadas en células distintas, aunque en algunos casos tumorales

puede haber secrecién de ambas (15).

Segun modelos animales, la PRL se sintetiza en los polisomas ligados a la membrana y se
“empaqueta” en granulos de 600 a 1000 nm de didmetro que se fijan a la pared

citoplasmatica de la membrana (16).
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El desencadenamiento de la secrecién puede producirse de modo distinto en funcion del
tipo de estimulo. Se sabe que tanto TRH, calcio o la adicidén de extractos de hipotalamo a
los medios de cultivo, inducen la liberacién de PRL por vias potencialmente distintas. La
TRH se fija directamente al receptor de membrana e induce la liberacién sin pasar por la

via del AMP ciclico, lo que si haria el calcio o la respuesta a estimulos hipotaldmicos (17).

Lo que puede ser relevante para esta tesis es el mecanismo de exocitosis de los granulos

intracelulares de PRL.

Segun Nicoll (18):

“Existen evidencias que sugieren que la PRL intracelular existe en al menos dos formas:
una forma de almacenamiento seria como molécula monomérica de bajo peso molecular
y la otra estaria agregada o ligada formando macromoléculas. La forma grande seria
tanto presecretora como precursora de la forma pequefia. Ambas son detectables por
inmuno-ensayo, pero el bioensayo o los métodos de migracion electroforética detectan

solo las formas “pequefias” de almacenamiento”.

Desde el inicio se sugirid la posibilidad de que la macroPRL fuera segregada directamente
como tal. Sin embargo, ya en 1979 Jordan (19) puso en duda esta opcidon basandose en la
ausencia de macroPRL en espacios como el liquido cefalo-raquideo en pacientes que si

tenian complejos de macroPRL en plasma circulante.

Finalmente, estudios con aminoacidos tritiados (H3) en células lactotropas de ratoén,
demostraron que la creacion de estos granulos que empaquetan PRL, es un proceso
dindmico que regula el trafico desde el reticulo endoplasmatico a la zona de Golgi. Estas
agrupaciones en granulos pequefios, pasan a grandes y se rodean de una membrana que
acaba fundiéndose con la membrana celular, consolidando la exocitosis y liberando las

moléculas individuales de PRL monomeérica (20).

Otras localizaciones extrapitutitarias productoras de PRL son: hipotdlamo, placenta,
decidua, glandula mamaria, sistema inmunitario (linfocitos), fibroblastos de la dermis,

prostata y tejido adiposo (21,22)
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1.2.2. Regulacion

El hipotdlamo es el principal centro regulador de la secrecion de PRL, asi como de todas
las otras hormonas de la hipdfisis anterior. Sin embargo, a diferencia del resto de
hormonas hipofisarias, el control primario es inhibitorio. En condiciones basales la
produccién y secrecion de PRL estdn inhibidas por unos factores (factores inhibidores de
la PRL: PIF), el mas importante y mejor conocido es la dopamina (DA), sintetizada en el

nucleo arcuato y paraventricular del hipotadlamo (10).

Las vias dopaminérgicas son rutas neuronales que transmiten dopamina de una a otra
region cerebral. Una de éstas rutas es la via tubero-infundibular: desde el nucleo arcuato
los axones neuronales alcanzan el hipotdlamo donde se libera la DA que, via circulacion
portal, llega a las células lactotropas hipofisarias, inhibiendo la formacién y secrecién de

PRL.

Figura 5.
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Hay muchas otras moléculas que regulan la secrecién de PRL, tanto inhibiéndola como
estimuldndola. Algunas actian directamente sobre las células lactotropas o bien sobre la
via dopaminérgica. Entre las moléculas que pueden estimular la liberacién de PRL
encontramos principalmente: TRH (hormona liberadora de tirotropina), polipéptido
intestinal vasoactivo (PIV), angiotensina Il, estradiol, opioides endégenos y grelina, asi
como serotonina, vasopresina, neurotensina, bombesina, substancia P, oxcitocina,

neuropéptido Y, galanina y calcitonina. Como inhibidoras de la PRL, ademdas de la
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dopamina, esta también la noradrenalina, el acido gamma-amino butirico, la serotonina,

la histamina, y la somatostatina entre otros (10).

La PRL regula su propia sintesis y liberacion actuando en los sistemas dopaminérgicos
hipotaldmicos. Esta retroalimentacidn es la principal responsable de mantener el control
de la PRL, que tiene lugar principalmente a través de un mecanismo inhibidor

dopaminérgico.

Ritmo circadiano: La liberacion de PRL es pulsatil y presenta un ritmo nictameral, con un
ascenso entre los 10 y 60 minutos después de iniciarse el suefio y un descenso rapido,
gue es maximo a las 2-4 horas tras despertar. Esta secuencia es independiente de los
ciclos de luz/oscuridad y parece estar generada por el nucleo supraquidsmatico del
hipotalamo. El mantenimiento de este ritmo esta modulado tanto por el tono inhibitorio

dopaminérgico, como por la oxitocina (23,24).

Variaciones de los niveles de PRL con la edad (25): En la hipdfisis fetal estan aumentados
tanto el nimero de células lactotropas como su contenido de PRL, por ello los niveles de

PRL se encuentran elevados desde la vida intrauterina.

Las altas concentraciones de estrégenos durante el parto, son probablemente la causa de

la hiperPRL fisiolégica en el feto en ese momento.

No hay diferencias en los niveles de PRL entre ambos sexos hasta la pubertad, momento
en el que, al iniciar su actividad el ovario y producir estrégeno, se incrementarian las
concentraciones de PRL en la mujer. En cambio, al llegar a la menopausia se produce el
fendmeno contrario: La caida de los estrégenos se asocia a un ligero descenso de las

concentraciones de PRL.

Patrén secretor durante gestacion y lactancia: Los dos principales momentos en la vida

de la mujer en que se produce una hiperPRL fisioldgica son la gestacién y la lactancia.

Los cambios de concentracion sérica de PRL mas llamativos tienen lugar durante la
gestacidon. El estado de hiperestrogenismo fisiolégico en este momento produce una
hipertrofia e hiperplasia de las células lactotropas que conlleva una hiperproduccion de

PRL. Las concentraciones de esta hormona comienzan a aumentar alrededor de las 5-6
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semanas de embarazo y alcanzan un maximo durante el tercer trimestre. Tras el parto, si
no se realiza lactancia materna, la concentracion de PRL disminuye rapidamente y vuelve

a valores normales al cabo de 1 6 2 semanas (26).

Durante la lactancia materna las concentraciones basales de PRL se mantienen elevadas
las primeras semanas después del parto y experimentan aumentos bruscos con cada
episodio de succién del pezdén. A pesar de la prolongacién del periodo de lactancia
materna, a los pocos meses, tanto la concentracién basal como las descargas bruscas por
succion disminuyen progresivamente hasta alcanzar concentraciones pregestacionales

(27,28).

1.2.3. Acciones biologicas

Es en el proceso reproductivo donde se atribuyen la mayor parte de las acciones de la

PRL.

La principal y mejor conocida accion de la PRL es lactotréfica. Durante la gestacidn ejerce
un efecto mamotréfico que se manifiesta con un crecimiento y desarrollo mamario y en el
post-parto es lactogénica (inicia la sintesis de leche materna) y galactopoyética (inicia la

secrecion lactica mamaria) (29).

Durante la gestacién el aumento en la secrecion de estréogenos estimula la proliferacion
de células lactotropas, que comporta un aumento de la secrecién de PRL. Junto con el
estradiol, la progesterona, el lactdgeno placentario, la insulina y el cortisol, la PRL
estimulard el crecimiento de la glandula mamaria, preparandola para la lactancia post
parto. Al mismo tiempo durante la gestacidn, los elevados niveles de estrégenos inhiben
el efecto lactogénico de la PRL sobre la glandula mamaria, y es la caida de los estrégenos

en el post parto, lo que comporta el inicio de la lactancia (30).

Otra importante accién de la PRL es sobre las génadas, donde influye tanto directa como
indirectamente. Su accidon directa consiste en disminuir la sensibilidad de los receptores
de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona foliculo estimulante (FSH) en el ovario

(31). El efecto indirecto se ejerce mediante una reduccién de la secrecion de la
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gonadoliberina (GnRH). Como consecuencia de la supresion de FSH y LH se inhibe la

ovulacion (32).

El descubrimiento de multiples localizaciones exprapituitarias de secrecién de PRL ha
aumentado la identificacion de muchas otras funciones de esta hormona. Este tema ha
sido revisado de forma completa por Ignakak y mas recientemente por Bernard vy

Marano. (10,33,34).

Efecto osmorregulador (35): La PRL es un mediador dentro de la red inmuno-neuro-
endocrina en la cual los tres sistemas se comunican entre si (36), y estd concretamente
implicada en la regulacién de la osmolaridad. Se ha demostrado que aumenta la
absorcién de agua y sales a través de la membrana epitelial intestinal y reduce la

excrecion renal de NA"y K* (10,37).

Influencia en el sistema inmunolégico: La PRL juega un papel importante en la regulacion
de la respuesta inmune tanto humoral como celular, en situaciones fisioldgicas vy
patoldgicas. Se han descrito varios defectos inmunitarios asociados a déficit de PRL
(38,39). Los linfocitos y otras células del sistema inmunoldgico son productoras de PRL
(40). Las células T activadas secretan localmente PRL que actua sobre la proliferacién
celular mediante un circuito positivo reciproco (41). El efecto de la PRL sobre los linfocitos
T parece promover las acciones de las células T helpers y estimular su participacion en
reacciones inflamatorias (42). Ademas algunos estudios muestran la correlacién entre
hiperprolactinemia y diversas enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, esclerodermia o sindrome de Sjogren)(43), y se ha detectado
mayor presencia de autoanticuerpos en pacientes con hiperprolactinemia que en

controles sanos (44).

Efecto en la regeneracion del sistema nervioso central: Se ha observado que tanto la PRL
como la hormona del crecimiento intervienen, en condiciones experimentales, en el
proceso de neurogénesis. Las dos hormonas lactogénicas pueden estimular la migracion
de las células madre nerviosas en un proceso mediado por los receptores de membrana.
Teniendo en cuenta la posibilidad de que la GH se fije al receptor de PRL, se supone que

esta ultima es la mas involucrada en el proceso.
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También se ha demostrado una influencia positiva en la reparacidon de lesiones en la

mielina inducidas quimicamente en el ratén.

La PRL activa también la proliferacion de las neuronas progenitoras del SNC vy
especificamente de las células gliales junto con otras etapas de la neurogénesis abriendo
una puerta al posible tratamiento de enfermedades neurodegenerativas demielinizantes

(45).

Influencia en el sistema cardiovascular: Se han demostrado efectos vasoconstrictores de
la PRL por una via alternativa a la del oxido nitrico en animales de investigacion, tanto en
el cobaya como en la aorta aislada de rata,. La accién hipotensora de un dopaminérgico
como la bromocriptina sugire que el sistema dopaminergico podria intervenir en los
mecanismos de elevacidn de la tensién arterial (46). Esto podria relacionarla con el origen
de la enfermedad hipertensiva del embarazo aunque la relacion entre niveles elevados de

PRL Yy la aparicién de pre eclampsia todavia es objeto de controversia (47).

También se ha establecido una relacién entre la PRL y la miocardiopatia puerperal dado
qgue la administracion de dopaminérgicos, tanto bromocriptina como cabergolina,

contribuye a la mejoria de esta entidad (48).

Existen también indicios de que la PRL juega un papel en la respuesta inflamatoria
sistémica de las pacientes con enfermedad isquémica coronaria. Se han descrito
modificaciones en los niveles de PRL en pacientes con insuficiencia cardiaca crénica y se
ha postulado su uso como factor pronédstico (49). Pero los resultados no han sido

replicados en otras investigaciones (50).

1.2.4. Receptores

La PRL ejerce su accién a través de receptores localizados en la membrana de las células

diana.

Ademas de en la mama, se han localizado receptores en la prdstata, el ovario, los

adipocitos, el higado y otras.
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El receptor es similar a los receptores de membrana tipicos de las hormonas proteicas con
un dominio extracelular, un dominio intramembrana localizado en el grosor de la
membrana plasmatica y un dominio intracelular que desencadena las vias de senalizacion
para que se ejerza la accion bioldgica. Estas son bdsicamente la via de la Janus quinasa

(JK) o la STAT (Signal Transducers or Activators of Transcription) (10).

La accion de la PRL es sinérgica, especialmente en las acciones de lactogénesis, con
diversos factores de crecimiento y esteroides que probablemente regulan su reposicién
en la membrana plasmatica. Pero el desafio mas importante es explicar como un Unico
receptor puede ser activado por moléculas que primariamente son tan distintas, como la
hormona de crecimiento o el lactdgeno placentario. En la reciente revisién de Brooks (51)
se propone, sobre diversas evidencias, la teoria de “geometria variable” en la que las tres
hormonas serian capaces de ligarse a regiones del receptor distintas para desencadenar

los efectos post receptor.

En el momento de la vinculacidén los dominios extracelulares se ligan de forma dimérica,
es decir, los receptores se aparejan de forma que sus regiones extracelulares se ofrezcan

haciendo disponibles epitopos diversos de su composicion (Fig. 6).

Figura 6
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favorecerian la formacién de complejos triméricos (dos proteinas de los receptores y uno
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del ligando) que serian distintos para las tres hormonas pero que darian lugar a una

sefializacion intracelular similar.

De este modo se resuelve el enigma que durante tanto tiempo ha mantenido a la PRL en
la sombra de la hormona de crecimiento y que explica que mas de una hormona induzca

el mismo efecto bioldgico.

1.3. ALTERACIONES DE LA CONCENTRACION DE PRL

1.3.1. Hiperprolactinemia

1.3.1.1. Definicion

El incremento patoldgico de la PRL es la alteracion mas frecuente del eje hipotalamico-
hipofisario en la mujer. Hasta un tercio de las pacientes con amenorrea secundaria

presentan una hiperPRL como causa del trastorno menstrual (52).

Inicialmente, estos cuadros eran catalogados de forma genérica como sindromes
amenorrea-galactorrea descritos inicialmente por Chiari-Frommel o Argonz-Del Castillo
(53). Posteriormente, en la década de los 80, se desarrollaron los inmunoensayos que, al
estar comercialmente disponibles para uso clinico, permitieron cuantificar la PRL

facilitando la deteccion de los casos de hiperPRL.

1.3.1.2. Epidemiologia

La hiperPRL bioquimica, definida como un exceso de PRL por encima de los valores de
referencia determinados en cada laboratorio, se puede identificar hasta en un 10% de la

poblacién.

Al referimos a la hiperPRL clinicamente aparente, la prevalencia varia en funcién de los
estudios: desde un 0,4% en una poblacién de adultos jovenes en Japon (54), a un 5%
entre las personas que asisten a una consulta de planificacion familiar (55). La frecuencia
es mayor cuando nos centramos en pacientes con sintomas especificos atribuibles a
hiperPRL: se estima en un 9% de las mujeres con amenorrea, 25% de las que presentan

galactorrea, y hasta en un 70% entre las mujeres con amenorrea y galactorrea (52).
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1.3.1.3. Etiologia

Aunque la hiperPRL puede ser debida a un hiperestimulo productor de PRL,
generalmente es la consecuencia de una pérdida del control inhibitorio, hecho que
comporta un aumento incontrolado de la PRL (56). El mecanismo especifico de esta

alteracién depende de cada causa:

Tumoral: La causa mas frecuente de hiperPRL son los adenomas hipofisarios, secretores
de PRL, siendo mas infrecuentes otros tumores mixtos, productores de GH o de TSH, que
ademas segreguen PRL (57). También existe la posibilidad de que cualquier tumoracién
(incluso no productora), al comprimir el tallo hipotdlamo-hipofisario y dificultar la llegada
del efecto inhibidor de la DA, puede causar una hiperPRL. Un ejemplo de ello serian los

craneofaringiomas.

Yatrogénica: Existen un gran numero de farmacos que provocan hiperPRL. Destacan

aquellos con actividad antidopaminérgica, que pueden actuar por diferentes vias (58):

* Alterando el metabolismo de la DA en el hipotalamo, como por ejemplo los

antihipertensivos derivados de la reserpina o de la metildopa.
* Inhibiendo la liberacion de DA, como los opiaceos.

* Bloqueando la unidon de la DA al receptor H2 hipofisario, como los

antihistaminicos ranitidina y cimetidina.

¢ Antagonizando con la DA a nivel hipofisario, desplazandola del receptor de la
célula lactotropa. Estos ultimos son los mas efectivos y entre ellos destacan
antieméticos tales como la metoclopramida o la domperidona, o sedantes

centrales como fenotiacinas (clorpromacina) o butirofenonas (haloperidol).

Refleja: La liberacion de PRL se produce como consecuencia del estimulo anémalo del
arco reflejo que conecta directamente la glandula mamaria y el eje hipotalamo-
hipofisario y que es responsable del pico de PRL que se genera cuando se produce la

succion del pezodn. La alteracion patoldgica de éste arco es infrecuente y puede se

MACROPROLACTINEMIA: IDENTIFICACION Y ASPECTOS CLINICOS - 14



CRISTINA VANRELL BARBAT * TESIS DOCTORAL - INTRODUCCION -

secundaria a lesiones toracicas, entre las mas caracteristicas encontrariamos cicatrices

posquirurgicas, lesiones medulares o procesos infecciosos como el Herpes Zoster (56).

Tiroidea: Del 10 al 40% de los casos de hipotiroidismo se acomparian de hiperPRL. Si bien
en condiciones normales la TRH no es un importante regulador de la PRL, en el
hipotiroidismo el exceso de TRH comporta un aumento de la sensibilidad de las células

secretoras de PRL a la TRH (56).

Secundaria: Diversas patologias se acompafian de hiperestrogenismo y por tanto pueden
cursar con hiperPRL: como el sindrome de ovarios poliquisticos, o bien situaciones de
déficit de metabolizacion estrogénica como sucede en hepatica o renal avanzada. Ademas
en el hipogonadismo hipogonadotropo, como los que se dan en mujeres sometidas a
ejercicios extremos (atletas de alta competicién) o a estrés crdonico también se asocian a

hiperPRL (59).

Idiopatica: Se considera no diagnosticada o funcional aquella hiperPRLs que no podemos
incluir en ninguna de las categorias previas. El porcentaje de este grupo va disminuyendo
con el aumento de sensibilidad de las técnicas de imagen para la deteccién de

microprolactinomas (56).

1.3.1.4. Clinica: alteraciones menstruales y galactorrea

La presentacion clinica de la hiperPRL es muy variable, se puede presentar como cuadro
florido de amenorrea y galactorrea o bien ser totalmente asintomatica, siendo la hiperPRL

un diagndstico casual en un analisis de rutina.

La anovulacion o disovulacion tiene un origen hipotalamico. Es la pérdida de la secrecion
pulsatil de la GnRH la que impide la secreciéon de gonadotrofinas responsables del
desarrollo folicular (60). El cuadro resultante serda el de un hipogonadismo

hipogonadotrdpico hipoestrogénico.

Es el hipertono dopaminérgico presente en la hiperPRL, secundario a un funcionamiento
correcto aungue excesivo del feed-back negativo de rama corta, el que inhibe la secrecién
de GnRH. El sistema dopaminérgico tubero-infundibular tiene estructuralmente dos

ramas distintas: una considerada central, aboca directamente la produccidon de dopamina
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a los capilares eferentes del sistema porta hipotdlamo hipofisario y aporta la dopamina a
la hipdfisis con la pretension de controlar la secrecién anémala de PRL. Y un segundo
sistema denominado de la “empalizada lateral” aboca sus terminaciones en el recorrido
de los axones de las células de la eminencia media que neuro-segregan GnRH. La accién
axo-axonica de la dopamina impide la progresion de los granulos de GnRH y, en
consecuencia, su llegada a los capilares que los deberian llevar hasta las células
gonadotropas. Ello comporta unos niveles bajos, o en los limites inferiores de la
normalidad, de gonadotrofinas y estrégenos con un perfil similar al que se presenta en la
amenorrea hipotalamica: con un cociente LH/FSH invertido, asi como la pérdida de la
pulsatilidad de la secrecién de FSH y LH, responsables del desarrollo folicular, todo ello

parece ser la principal causa de anovulacidon (10,61).

La reaparicion del ciclo ovérico depende mas de la recuperacion de la pulsatilidad de la
GnRH que del descenso de la PRL en si misma. Este hipoestrogenismo asociado a los
niveles normales o ligeramente disminuidos de gonadotrofinas indica una falta de
sensibilidad del sistema de feed-back positivo como consecuencia de la alteracion a nivel
hipotalamo-hipofisario. Se trata de una situacidon hipogonadotropa hipoestrogénica con

abolicion de la funcién del control hipotalamico (33).

Esto se traduce clinicamente alteraciones menstruales que van desde la ataxia menstrual
(con ciclos cortos por fases luteas inadecuadas o cuadros de oligomenorrea por
desarrollos foliculares sostenidos sin ovulacién) hasta la amenorrea (por ausencia de
desarrollo folicular). En general, existe una cierta correlacién entre la concentraciéon de
PRL Yy el grado de severidad de las alteraciones del ciclo: con concentraciones superiores a
75 ng/ml practicamente la totalidad de las pacientes presentaran una amenorrea; cuando
los niveles de PRL estan entre 30 y 60 ng/ml, es frecuente la ataxia menstrual. En un 30%
de los casos las concentraciones plasmaticas de PRL son menores y las pacientes tienen

ciclos regulares y estan asintomaticas (62).

La presencia de galactorrea solo se objetiva en un 50% de los casos de hiperPRL
sintomatica (63). La glandula mamaria necesita una preparacién estro-gestagénica que
favorezca la hiperplasia e hipertrofia de las células lactotropas y las prepare para la

lactogénesis. Sin este estimulo previo, la PRL se muestra ineficaz en su papel estimulador
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de la lactogénesis y lactopoyesis. Dado que la anovulacién asociada a estos casos es
hipoestrogénica, en cuadros de larga evolucién la glandula mamaria no estara preparada
para responder al estimulo de la PRL y por lo tanto no presentara clinica de galactorrea

(29,30).

1.3.2. Macroprolactinemia

1.3.2.1. Definicion

Desde |la década de los 80 se sabe que en 15-35% de los casos de hiperPRL, el exceso de
PRL se produce principalmente a expensas de un incremento de los formas poliméricas,
siendo acuiado el término de “macroprolactinemia” cuando mds del 40 al 60% de la PRL
circulante lo hace en forma de agregados (55,64—67). El término de macroprolactinemia

se usO por primera vez en 1985 para definir una nueva causa de hiperPRL (68).

Ambas situaciones, hiperPRL monomérica y macroprolactinemia, son indistinguibles
mediante el radioinmunoandlisis convencional e incluso en algunos casos la
sintomatologia acompanante es similar. Sin embargo, parecen corresponder a procesos
de etiologia, fisiopatogenia, evaluacién, prondstico y abordaje completamente diferentes

(69).

1.3.2.2. Caracterizacion bioquimica

La “big-big” PRL o macroPRL es un complejo de mas de 100 kDa de estructura
heterogénea, que se origina de la unidn no covalente de varias moléculas de PRL
monomérica unidas a autoanticuerpos del tipo 1gG formando un polimero (44,64).
Ocasionalmente también se han detectado complejos de macroPRL no unidos a IgG, si no

a lgA o lg M, sobretodo en sueros con niveles extremadamente elevados de PRL (13).

El origen de estos macrocomplejos se atribuye a un fendmeno extrahipofisario de

agregacion de varias moléculas de PRL monomeérica.

Se desconocen las causas Ultimas de la generacion de los anticuerpos anti-PRL aunque la
mayoria de estudios sugieren fendmenos de autoinmunidad. Se ha apreciado que

cambios post-traduccionales en algunas proteinas de la PRL podrian crear nuevos
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epitopos en la molécula, promoviendo un estimulo antigénico crénico y su

correspondiente respuesta autoinmune (12).

Estos autoanticuerpos IgG presentan poca afinidad pero gran capacidad y el seguimiento

a largo plazo ha mostrado que la macroprolactinemia es una condicidon duradera (70-72).

La presencia de estos auto anticuerpos ha hecho pensar en la posibilidad de que la
macroprolactinemia se asocie a otras patologia autoinmunes como el LES o patologia
tiroidea (38-40,73). Sin embargo otros estudios no han detectado esta asociacién entre
macroprolactinemia y alteraciones autoinmunes sistémicas (74-76). El descubrimiento
de que un subtipo predominante de los autoaAC de PRL son IgG 4, apoya la teoria de que

se produzcan por un estimulo antigénico crénico (77).

1.3.2.3. Epidemiologia

La incidencia exacta de macroprolactinemia es desconocida. Se estima que en pacientes
con hiperporlactinemia varia del 18 al 42 % (65,70), con una media del 28% (78), mientras
gue desciende a un 10% entre los pacientes con valores normales de PRL que consultan
por patologia endocrinoldgica (74). Junto con las causas tumorales y yatrogénicas la

macroprolactinemia es una de las tres principales causas de hiperPRL (12,79).

De forma fisioldgica durante la gestaciéon se produce el aumento de la proporciéon de
macroPRL por la unién de moléculas de PRL con anticuerpos especificos, tanto en mujeres
normales como con macroprolactinemia (80). Sin embargo, el aumento de PRL durante el
embarazo se acompafia de un cambio en la proporcion de ambas moléculas,

disminuyendo la macroPRL respecto a PRL monomérica (81).

1.3.2.4. Etiologia

Se han detectado individuos con proporciones elevadas de macroPRL
independientemente de la etiologia de la hiperPRL. La causa tumoral es mucho menos
frecuente que entre las hiperPRL monoméricas. Asi, la mayoria de pacientes con
macroprolactinemia presentan estudios de imagen del area hipotalamo-hipofisaria
normales (66,82), aunque la presencia de macroPRL no excluye la posibilidad de una
etiologia tumoral (68,83,84) En este punto es importante considerar que en el 10% de la

poblacién sana hay evidencias radiograficas de adenoma hipofisario (85).
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1.3.2.5. Presentacion clinica

Estos macrocomplejos que presentan una actividad in vitro parecida a la PRL

monomeérica, parece que tienen la bioactividad in vivo disminuida (12,86).

Uno de los primeros en publicar estas diferencias con las hiperPRL monoméricas fue
Whittaker 1981, describiendo un caso de paciente con macroprolactinemia y fertilidad

mantenida (67).

Debido a su alto peso molecular parece que los complejos de macroPRL quedan
confinados al compartimento intravascular sin poder acceder a los receptores de PRL en
los efectores periféricos (70). Asimismo, los autoanticuerpos anti-PRL podrian competir
con las propias moléculas de PRL por un mismo receptor. Como resultado, este complejo
apenas se mostraria activo in vivo, aunque conservaria todas sus propiedades
inmunorreactivas, lo que explicaria la ausencia de sintomas en estas pacientes y la falta

de correlacion entre las concentraciones de PRL y la sintomatologia. (71,74,87,88).

Sin embargo, cuando los niveles de PRL monomérica libre son suficientemente elevados,
a pesar del predominio de la macroPRL, las pacientes pueden presentar alteraciones
clinicas tipicas de hiperPRL (74,82,91). Por ello a pesar de que la oligomenorrea vy
amenorrea son mas frecuentes en las hiperPRL monoméricas, hasta un 57% y 29%

respectivamente, las pacientes con macroprolactinemia también las presentan (13,92).

Por otro lado, debido a su gran tamano el aclaramiento de PRL es mas lento, ya que su
union a otras moléculas limita la eliminacién renal (89,90). Por ello se considera que la
macroPRL se desarrolla mas por un retraso en su eliminacién que por un aumento de su
produccién (13) y serian situaciones estables a largo plazo (70). En un modelo animal,
Hattori y cols (64) confirmaron que los inmunocomplejos de macroprolactinemia se

eliminaban mas lentamente que la PRL monomérica.
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1.4. METODOLOGIA PARA LA MEDIDA DE LA
CONCENTRACION DE PRL EN SUERO

1.4.1. Condiciones pre-analiticas

Los niveles de PRL se modifican facilmente ante diferentes situaciones tales como: el
estrés, la manipulacién mamaria, el periodo postnictameral, el postpandrial o el
postcoital inmediato. Por ello, para una correcta interpretacion de las concentraciones de
PRL en suero es imprescindible prestar una cuidadosa atencion a las condiciones de los
pacientes en el momento de la obtencidon del espécimen. La extraccién de PRL debe
precederse de unos requisitos que disminuyan el riesgo de falsos positivos, entre ellos

(59):
Realizarla tras un minimo de 2-4 horas de vigilia

a) Ayuno nocturno: no haber ingerido anteriormente comida rica en proteinas o

grasas.
b) Evitar realizar una exploracién mamaria previa.

¢) Disminuir al maximo el estrés de la extraccion: en pacientes con antecedentes de
lipotimia durante venopuncién o en los que la técnica es dificil y traumatica, es
conveniente esperar 30-40 minutos tras la colocacion de la aguja heparinizada o

catéter, antes de la extraccion sanguinea.

Por este mismo motivo, si existen dudas, es aconsejable realizar mas de una
determinacién de PRL antes de dar un diagndstico definitivo de hiperprolactinemia, para

disminuir al maximo el numero de falsos positivos.

1.4.2. Métodos de medida

Los primeros métodos de medida de la PRL se basaban en la evaluacién de la respuesta
qgue inducian en drganos o tejidos supuestamente sensibles a la PRL, midiendo cambios
histoldgicos, bioquimicos o la capacidad de secrecién lactea. Como puede suponerse, a
pesar de los esfuerzos realizados para disminuir la variabilidad inter e intra-ensayo, la

sensibilidad y precision de estos métodos eran muy bajas.
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La actividad lactogénica en un liquido bioldgico y especificamente en el suero, se media
desde 1933 con el método del buche de paloma (93). Se trataba de inyectar “in vivo” la
sustancia problema (suero, otros liquidos corporales) en concentraciones distintas y
observar los cambios histoldgicos que se producian en la mucosa epitelial del buche. No
hace falta decir que la especificidad era practicamente nula, teniendo en cuenta el

caracter lactogénico de la GH que contaminaba todas las muestras testadas.

En las etapas finales de este tipo de determinaciones se disefiaron sistemas semi
automatizados que minimizaban estos inconvenientes dando resultados de
reproductibilidad y precisién aceptables. Sin embargo precisaban una inversién de tiempo

importante y una habilidad considerable.

Otra forma de bioensayo era la valoracién de la respuesta “in vivo” o “in vitro” del tejido
mamario de ratones en el periodo intermedio del embarazo o bien en conejos con
“pseudo-preniez”. La precision de estos métodos alternativos dejaban también mucho

gue desear (94).

Figura 7: Diseccién de gléndulas
mamarias en conejos pseudo-
gestantes, mostrando la
diferente respuesta lactogénica
en funcidén de los sectores de la
glandula mamaria que habian
recibido previamente inyecciones
de PRL de oveja o de Hormona de
Crecimiento Humano.

Fotografia: Cortesia de
Dra.Isabel A Forsyth (120).

Sin duda el paso decisivo en la incorporacién de la PRL a la clinica fue el desarrollo de
métodos inmunoldgicos. La reaccidon antigeno- anticuerpo constituye una forma muy
especifica de identificar la presencia, en un medio determinado, del antigeno problema.
Por ello cualquier molécula hormonal capaz de despertar respuesta inmunoldgica en el

animal de investigacion, puede ser detectada por este tipo de determinaciones.
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La base de los métodos inmunoldgicos es la competicidon que se establece en un medio
determinado, entre una cantidad indeterminada contenida en un medio problema y una
cantidad fija de la misma sustancia marcada para ocupar una cantidad fija de anticuerpo.
Por tanto necesitamos que uno de los elementos que se aportan de forma fija esté
marcado, para poder cuantificar el porcentaje que se ha desplazado por la presencia del

antigeno en el medio problema.

En una primera etapa, en 1971, los sistemas eran desarrollados por los laboratorios a
partir del material disponible para construir una curva patrén y con los anticuerpos

dirigidos a animales facilmente inmundgenos, como la oveja y el conejo.

El primer radio-inmuno-ensayo de PRL se construyd marcando con I-131 la PRL aislada
por Lewis (95), que se enfrentaba a una solucién con distintas concentraciones de un

I”

“pool” de sueros de madres lactantes, con niveles supuestamente elevados de PRL,
compitiendo con un anticuerpo de conejo, generando contra la misma PRL de Lewis que

les habia sido inyectada. Era un sistema competitivo en medio liquido, es decir, las dos

I " I”

PRLs, la marcada y la contenida en el “pool” de suero, competian por el receptor en
funcion de la concentraciéon de las distintas diluciones. Después de una primera
incubacién se procedia a la adicién de un segundo anticuerpo (ratén anti inmuno-
glogulina de conejo), se incubaba durante 12 horas y se centrifugaba decantando el
sobrenadante y contando en un detector “ad hoc” la radioactividad restante en el
precipitado, que seria mayor cuanto menor fuera la cantidad de hormona problema en el

suero.

Estos métodos de gran sensibilidad, especificidad y precisidon tenian el inconveniente de la
utilizacion de radio-is6topos que exigia de los laboratorios la disponibilidad de “camaras
frias” en las que realizar todas las manipulaciones de marcaje de cada hormona que se
deseara medir. Por ello se desarrollaron métodos que aplicaban marcadores no
isotépicos, como los enzimas, marcadores quimioluminiscentes, electroluminiscentes o
fluorescentes. Sin embargo, el desarrollo de anticuerpos especificos y estandarizacién de
la técnica fue lento debido sobre todo a la alta reactividad cruzada de los anticuerpos

utilizados y a la dificultad de purificacion de PRL humana para calibracién (96).

MACROPROLACTINEMIA: IDENTIFICACION Y ASPECTOS CLINICOS - 22



CRISTINA VANRELL BARBAT * TESIS DOCTORAL - INTRODUCCION -

Una vez solucionados estos problemas, comenzaron a aparecer los primeros
inmunoanalisis competitivos que permitian la medida de PRL en plasma (95) por sus
buenas prestaciones analiticas. Estos inmunoanalisis fueron rapidamente validados por
diferentes firmas comerciales con variaciones de procedimiento sobre todo en la etapa de
separacion de los complejos antigeno-anticuerpo de las fracciones libres de antigeno y
anticuerpo. Ademas, con ello se pudieron automatizar los sistemas de deteccion y acortar

los tiempos de incubacion.

No obstante, el rendimiento de los diferentes procedimientos varia de uno a otro (97),
por lo que para la eleccion de un determinado inmunoandlisis competitivo se deberian
tener en cuenta los siguientes aspectos: 1) reactivos de origen humano; 2) intervalo
analitico lineal al menos entre 100 y 4250 mUI/L, 3) ausencia de reactividad cruzada

significativa con la hormona del crecimiento y 4) imprecisiones interseriales <15% (96).

Mas recientemente, la aparicién de inmunoanalisis no competitivos ha desplazado casi
completamente a los inmunoanalisis competitivos del laboratorio clinico debido a que
presentan limites de deteccion mas bajos (4-20 mUI/L), menor imprecisién analitica y

mayor especificidad (98).

Como se ha comentado anteriormente (98), la PRL presenta una gran heterogeneidad de
formas moleculares en el suero humano. Este hecho provoca una fluctuacién importante
en el resultado de las medidas de PRL cuando se utilizan inmunoandlisis diferentes, ya
gue no todos los anticuerpos reconocen de igual modo las variantes de PRL. Para
solucionar este problema, todos los procedimientos deben calibrarse con materiales de

referencia.

Ademas, con ello se pudieron automatizar los sistemas de deteccién y acortar los tiempos

de incubacidn.

Los estudios presentados en esta tesis se han realizado con un sistema de

guimoluminiscencia Inmulite.

Este sistema ofrece determinaciones rapidas, sensibles y precisas en intervalos cortos de

tiempo y de forma completamente automatizada.
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2. MOTIVACION
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La PRL es una hormona que podriamos considerar como “atipica” al compararla con otras
moléculas liberadas por la hipdfisis anterior. A diferencia del resto de hormonas
hipofisarias, no necesita que una molécula especifica de origen hipotalamico acceda a su
receptor hipofisario para estimular su sintesis y liberacién al torrente circulatorio. En su
caso, diferentes substancias, tanto de origen central como periférico (TSH, oxitocina,
estradiol, etc...), mantienen un tono positivo continuo que en situacién basal genera una
hiperproduccién mantenida. Incluso en condiciones aisladas, como puede ser en
explantes obtenidos de hipdfisis fetal como en células dispersas en medios de cultivo, las
células lactotropas continian segregando PRL mientras las condiciones de cultivo
mantienen su viabilidad. Por lo tanto, para que sus concentraciones permanezcan dentro
de la normalidad, requiere también estar ténicamente inhibida por la dopamina de origen

hipotaldmico.

Otro aspecto destacable y diferencial es que su accion fisioldgica se ejerce en condiciones
de hiperpoduccién, ya sea la gestacion o el puerperio, y que las situaciones de
deprivaciéon apenas se acompafian de sintomatologia perceptible. Al existir un gran
paralelismo entre valores de PRL y sus efectos periféricos, principalmente disovulacién y
anovulacion y/o galactorrea, aquellas situaciones en las que esta relaciéon se pierde,
resultan de gran interés. Este es el caso de las pacientes con hiperPRL con predominio de
macroPRL, en las que la discrepancia entre las concentraciones periféricas de PRL
determinadas por inmunoensayo vy la clinica, son notorias. Estas pacientes constituyen un
porcentaje importante de casos del grupo genérico de hiperprolactinemias (en algunas

series hasta un 40%).

La justificacion que motiva la realizacién de esta tesis se sostiene en las dudas sobre la
epidemiologia y accién bioquimica de la macroPRL, asi como sus diferencias con la PRL
monomérica y especificamente su origen estructural, en la disyuntiva entre la posibilidad
de que sea segregada en macroagregados por la célula lactotropa o estos agregados se

creen “a posteriori” en el torrente circulatorio.

Dado que la incidencia de macroPRL depende de muchos factores los estudios
observacionales poblacionales permiten conocer con mayor exactitud la incidencia en

cada poblacion y confirmar que se mantienen los pardmetros de presentacién clinica

MACROPROLACTINEMIA: IDENTIFICACION Y ASPECTOS CLINICOS - 26



CRISTINA VANRELL BARBAT * TESIS DOCTORAL - MOTIVACION -

descritos en la literatura. Por ello, consideramos importante estudiar en primer lugar la
prevalencia de macroPRL en nuestra poblacién y determinar su implicacién clinica en

nuestras pacientes.

En un estudio previo (99) y con el objetivo de conocer si la presencia de macroPRL en
mujeres sanas era un fenémeno transitorio o persistente se valoraron muestras sucesivas
en 25 mujeres identificadas como portadoras de macroPRL. El periodo de seguimiento fue
de 15 a 60 meses (media de 40 meses). El numero de sueros analizados en los 25
pacientes fue de 126, con un promedio de 5 por paciente (entre 3 y 15). En la Fig. 8 se
representan las concentraciones de PRL total observadas en cada paciente durante el
seguimiento. En todos los sueros, las recuperaciones de PRL fueron inferiores al 70% (10 —
69%) (Fig. 9) y la variabilidad interserial de las proporciones de macroPRL entre
especimenes de los mismos pacientes se situé entre el 1,1 y el 23% (s6lo en 6 superior

al15%) (Fig. 10).
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Figura 8. Concentraciones de PRL total en 1los sueros de 25
pacientes con macroprolactinemia, durante un periodo de
seguimiento de 15 a 60 meses.
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Figura 9. Variabilidad de las proporciones de macroPRL observadas
en cada unos de los 25 pacientes con macroprolactine-mia durante
un periodo de seguimiento de 15 a 60 meses.

Durante el periodo de seguimiento, en ninguno de los pacientes se observaron cambios
en las recuperaciones de PRL que implicaran modificaciones en su clasificacion como

portadores de maPRL, ya que en ningun caso aquellas fueron superiores al 75%.
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Figura 10. Proporciones de macroPRL precipitada con PEG 6000 en
suero de 25 pacientes con macroprolactinemia durante un periodo
de seguimiento de 15 a 60 meses.

Hay importantes lagunas de conocimiento en la farmacocinética de |Ia
macroprolactinemia, por lo que también quisimos abordar el estudio de la macroPRL
desde un punto de vista fisiopatogénico. Se sabe con certeza que la PRL ejerce
autocontrol de su propia secrecién, gracias al mecanismo de retroalimentacion positiva
gue mantiene con el hipotdlamo. Al aumentar los niveles circulantes de PRL y acceder al

hipotalamo, se estimula la secrecion de dopamina, que por via porto hipofisaria, accede a
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la adenohipofosis, uniéndose a su receptor en la célula lactotropa e inhibiendo a sintesis y

liberacion de PRL, restableciéndose asi la situacidn de equilibrio.

Sin embargo en las pacientes con hiperPRL por macroprolactinemia, si los
macrocomplejos no pudieran acceder al hipotdlamo al estar confinados al torrente
sanguineo, su sistema de retroalimentacién no deberia estar activado. Por lo tanto, en
estos casos, la produccidon de dopamina hipotalamica y la pituitaria de PRL deberian ser

similares a las de mujeres con concentraciones de PRL dentro de la normalidad.

La escasez de estudios que hayan tratado de probar la integridad del eje hipotdlamo-
hipofisario en pacientes con macroprolactinemia motivé la segunda parte de este
trabajo. Se trata de un estudio dindmico, en el que se se pretende estimular la liberacion
de PRL mediante la administracién de un antidopaminérgico, y posteriormente detectar
las concentraciones de PRL y macroPRL en tres grupos de pacientes: 1) mujeres sin
hiperPRL, 2) con hiperPRL monomérica y 3) con predominio de macroPRL. Se comparara
la cinética de formacion de la PRL y macroPRL entre estos tres grupos con la intencidn de
entender mejor sus diferencias y aportar informacién a la teoria de que los
macroagregados de PRL no se se secretan como tal, sino que se forman posteriormente

en el torrente sanguineo.

Finalmente esperamos que los resultados obtenidos en su conjunto aporten informacion
relevante de la epidemiologia y fisiopatologia de la macroprolactinemia, con la finalidad

de poder trasladar esta informacién a la practica clinica.
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3. OBJETIVOS
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A) Evaluar en nuestra poblacién, las diferencias entre las pacientes con hiperPRL
monomérica y macroprolactemia, en relacién a:

* Factores etioldgicos.

* Relacién con la patologia tumoral hipofisaria.

* Sintomatologia clinica.

* Concentraciones totales y posPEG de PRL.

* Frecuencia de asociacion a patologia autoinmune.

B) Profundizar en el conocimiento del eje hipotalamo hipofisario (respuesta hipofisaria)
en las mujeres con predominio de macroPRL y evidenciar las probables diferencias con
las pacientes con hiperPRL con predominio de PRL monomérica, en cuanto a la cinética
de produccidon y secrecion de la PRL; hecho que confirmaria que estamos ante dos

entidades diferentes.
* Objetivar dindmica de produccién de los complejos de macroPRL.

* Observar si se producen cambios en el porcentaje de PRL unida inmunocomplejos

en relacion a la produccién de PRL.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO
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Se ha sugerido que la macroprolactinemia deberia considerarse como una variante

“benigna” de la hiperPRL (71).

Los datos actuales de la literatura (46) presentan evidencias de que las pacientes con
predominio de macroPRL no presentan generalmente patologia hipofisaria tumoral v la
sintomatologia es de menor intensidad o inexistente, cuando se comparan con pacientes
con valores similares de PRL. Nuestra hipdtesis de trabajo es demostrar que en nuestra
poblacién se detectan las mismas diferencias etiolégicas y clinicas descritas en la
literatura en las pacientes con hiperPRL en funcién del predominio de PRL monomérica o

macroPRL.

En segundo lugar, existen dudas respecto al origen de la macroprolactinemia, si seria en
la hipdéfisis como macroagregados de moléculas de PRL unidas entre si, o el resultado de
un fendmeno extrapituitario en el que anticuerpos del tipo IgG al no reconocer como
tales a las moléculas de PRL, las captarian dando lugar a macrocomplejos. Si como
sefalan la mayoria de autores, ésta Uultima fuera la opcidn mas factible, deberiamos
apreciar un desfase entre el incremento de la PRL monomérica de origen hipofisario y la
de macrocomplejos que se producirian posteriormente, una vez que la PRL hubiera sido

secretada al torrente circulatorio.
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5. DISENO/METODOLOGIA
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5.1. ESTUDIO OBSERVACIONAL

5.1.1. Seleccion de pacientes

Estudio observacional y prospectivo de cohorte llevado a cabo durante 5 afios en el
Servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de

Barcelona.

Se incluyeron en el estudio de forma consecutiva y segun el orden cronolégico en el que
fueron atendidas en nuestro departamento, a todas aquellas pacientes diagnosticadas de

hiperPRL que consultaban al Servicio de Ginecologia por alguno de los siguientes motivos:
Sintomatologia atribuible a hiperPRL.

Estudio de esterilidad. Todas las pacientes estériles son sometidas de forma rutinaria a
una determinacion de PRL, independientemente de la presencia o no de sintomatologia

atribuible a esta hormona.

Las pacientes eran visitadas por alguno de los dos especialistas de la Unidad de
Endocrinologia Ginecolégica, y en esta parte del estudio no se interferia en el proceso

asistencial llevado a cabo por el médico responsable de cada caso.

5.1.2. Tamano muestral

El tamafio de la muestra se planted para conseguir un minimo de 100 casos, lo que
comportaria una potencia suficiente para responder a las hipotesis que motivaron el
estudio. Para conseguir este tamano muestral se decidid incluir a todas las pacientes que
acudian al Servicio de Ginecologia por hiperPRL de forma cronolégica y seglin orden de
llegada, durante 3 afios . La necesidad de contar con pacientes en situacion basal, sin
tratamiento y con una historia médica muy detallada, dificultd el reclutamiento de

pacientes, lo que comportd que el estudio se ampliase a 5 afos.

5.1.3. Recogida de datos

Se revisd la historia médica de las pacientes, especialmente enfocada a detectar

sintomatologia atribuible a hiperPRL asi como la posible etiologia de la misma. También
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se procedié a la determinacién de PRL y de macroPRL en condiciones basales, es decir,

sin que hubiesen recibido tratamiento dopaminérgico, como minimo un mes previo.

La informacion se recogid preservando el anonimato de las pacientes, a las que se asignd
un numero aleatorio en la base de datos, considerandose por tanto, innecesario disponer

de consentimiento informado especifico en esta parte del estudio.

5.1.3.1. Datos de anamnesis dirigida:

* Edad.

* Peso, altura e indice de masa corporal (IMC= Peso en Kg/altura’ en metros).
* Historial reproductivo.

* En caso de esterilidad, causa de la misma.

* Antecedentes patoldgicos, especialmente aquellos relacionados con posibles

alteraciones inmunoldgicas y/o patologia de pared toracica previa.

¢ Sintomatologia relacionada con la hiperPRL: alteraciones menstruales vy

galactorrea (tanto espontdnea como a la expresion).
* Patologia asociada, especialmente autoinmune.

* Tratamientos médicos administrados en el momento de la consulta y durante los

30 ultimos dias, que podrian haber influido en los resultados analiticos.
* En caso de haber realizado tratamiento dopaminérgico:
o Tipo de tratamiento recibido (caberrgolina o quinagolida).
o Dosis del mismo (mg/semana).
o Duracidn del tratamiento instaurado y continuidad del mismo.

o Intolerancia o resistencia al tratamiento (especificando tipo de efectos

secundarios).

5.1.3.2. Datos de exploraciones complementarias realizadas:

¢ Determinacion de PRL.

* En todos los casos se realizé una determinacion basal de PRL total.
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Las muestras se recogieron en el Servicio de extracciones del hospital de Sant Pau,
siguiendo las instrucciones para la correcta determinacién de PRL: realizar la
extracciéon un minimo de 2 horas después de despertarse, en ayunas, sin previa
exploracién mamaria y evitando al maximo el estrés de la propia extraccién. En
pacientes con antecedentes de lipotimia durante venopuncién se esperé 30-40

minutos tras la colocacion de la aguja.

El estudio posterior de las muestras se realizé en el Departamento de Bioquimica
del Hospital. Las técnicas empleadas se describen mas adelante en esta misma

seccion: en el apartado 5.3: Determinaciones de laboratorio.

Niveles basales de gonadotropinas: Se determinaron la LH y FSH en los casos de

alteraciones menstruales.

Estudio de region hipofisaria mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

5.2. ESTUDIO DINAMICO

5.2.1. Seleccion de pacientes

Fueron incluidas prospectivamente mujeres en edad reproductiva que acudieron al

Departamento de Ginecologia y Obstetricia y del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de

Barcelona.

Las mujeres fueron asignadas a algunos de los siguientes tres grupos:

Grupo control: si las concentraciones basales de PRL se encontraban dentro del

rango de la normalidad.

Grupo de hiperPRL monomérica: pacientes con PRL basal elevada con predominio

de las formas monomeéricas.

Grupo de macroprolactinemia: pacientes con hiperPRL con predominio de

macroPRL.
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Para esta parte del estudio se excluyeron los casos de hiperPRL secundaria o asociada a:
farmacos, insuficiencia renal o hepatica grave, hipotiroidismo primario, sindrome de
ovario poliquistico y lesiones de la pared tordcica. También se excluyeron las pacientes
gue estuvieran en tratamiento con agonistas dopaminérgicos en los ultimos tres meses

previos al inicio del estudio.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica y Ensayos Clinicos del hospital (Cédigo GIO
1E2000HSP). Se siguieron las pautas de la buena practica clinica de acuerdo a las normas
éticas vigentes (Declaracion de Helsinki). Antes ser incluidas se informé a todas las
participantes de los objetivos del estudio y se obtuvo el consentimiento informado por
escrito. Se entregd una hoja informativa describiendo el fundamento del estudio la
naturaleza voluntaria de su participacién y confidencialidad de los datos, asi como los
beneficios y riesgos de participar y el derecho a retirarse del estudio en cualquier

momento, si lo juzgaba conveniente.

5.2.2. Estudio muestral

Se planted la inclusién de un minimo de 7 pacientes por grupo, siendo en estudios de
cinética una muestra suficiente para comparar los patrones de secrecion hipofisario entre

ambos gupos. Se incluyd un grupo control.

5.2.3. Recogida de datos

La prueba se llevd a cabo entre el segundo y el sexto dia del ciclo en mujeres con ciclos

menstruales regulares.

Todos los sujetos acudieron las 8 horas A.M., momento en que se colocd un catéter

endovenoso.

A las 10 A.M., se administré en 10 mg de metoclopramida por via intravenosa en
perfusion lenta (Primperan®). A continuacion, se realizé la obtencidn de 6 muestras
seriadas de 10 ml de sangre venosa periférica a los 0, 5, 10,15, 30 y 60 minutos para la
determinacién de la PRL antes y después la precipitacion con PEG en cada uno de las
muestras. La sangre fue extraida en tubos de vacio conteniendo citrato de sodio y acido

etildiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulantes. Suero y células fueron separados
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mediante centrifugacién siendo el primero almacenado a -20°C para su uso vy

procesamiento posterior.

5.3. DETERMINACIONES DE LABORATORIO

5.3.1. Inmunoanadlisis de PRL

La determinacién de PRL se realizé mediante enzimoinmunoanalisis quimioluminométrico

automatizado (Immulite 2000®, Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA, EEUU).

Se trata de un sistema automatizado que los tubos tiene en su interior una esfera de
polestireno que estd cubierta con un anticuerpo monoclonal dirigido contra epitopos

constantes de la molécula de PRL.

El suero problema se mezcla, en la fase liquida, con un anticuerpo policlonal y la solucidn
de fosfatasa alcalina se incuban a 372 durante 50 minutos. Finalizada esta etapa los tubos
se liberan de todo el contenido liquido por un sistema de centrifugado quedando
Unicamente adherido sobre la esfera el material fijado al anticuerpo y con la

luminiscencia generada por la peroxidasa, que es leida por un lector dptico adecuado.

El sistema estd calibrado frente al tercer estandar internacional 85/500, con un limite de
deteccion de 3,4 mUI/L. Los coeficientes de variacion intraseriales eran de 2,2y 3,6% e
interseriales entre 5,1% y 8,8% para concentraciones entre 270 y 970 mUI/L. El intérvalo
de trabajo del método fue 3,4 a 3.180 mUI / L. Sin modificar ni manipular las condiciones

experimentales del ensayo aprobado comercialmente.

El inmunoandlisis de PRL se realizd6 en suero total, en las fracciones obtenidas por

cromatografia de filtracién en gel y en el sobrenadante de los precipitados con PEG 6000.

5.3.2. Precipitacion con polietilenglicol 6000

El polietilenglicol 6000 (PEG 6000) es un polimero utilizado para la precipitacion de

moléculas de alto peso molecular segin un mecanismo de exclusion estérica (100,98).

Sirviéndonos de esta caracteristica, se ha utilizado para separar del suero de las pacientes

con hiperPRL la fraccidn correspondiente a macroPRL (ma-PRL).
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La precipitacion con PEG (PEG 6000, Merk-Schuchardt, Hohenbrunn, Alemania) se realizd
siguiendo el procedimiento descrito por Hattori y cols (101): a 200 uL de suero se
afiadieron 200 mL de PEG a una concentracion de 250 g/L en agua desionizada. Después
de agitar en vértex, se centrifugd la mezcla a 1500xg durante 30 minutos a 42C y en el
sobrenadante se midié la concentracién de PRL que, una vez corregida para el factor de

dilucién, fue asignada a PRL monomérica.

La reproducibilidad de la técnica de medida de PRL tras la precipitacién con PEG habia
sido previamente evaluada con muestras de suero de concentracién diferente, analizadas
6 veces cada una, en diferentes dias y series analiticas (99). Las recuperaciones de PRL tras
la precipitacion con PEG fueron del 112% para muestras de 555 mIU/L, 108% para 1106
mIU/L, del 111% para 2073 mIU/L y 102% para 3643 mlIU/L, y sus imprecisiones del 10%,

7%, 8% y 8%, respectivamente.

La validez de la técnica de precipitacion con PEG para detectar la presencia de macroPRL
en el suero se comprobd con una técnica cromatografica de filtracion en gel descrita por

Bjoro y cols (102) y que se detalla a continuacion: Se utilizd una columna de Superosa
12® acoplada a un sistema cromatografico (FPLC®, Pharmacia, Uppsala, Suecia), usando

como tampodn de elucion Tris 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 1,23 mM, MgCl2 0,5 mM a pH
7,4. Muestras y calibradores se eluyeron a 0,5 mL/min. La columna se calibré con diversas
proteinas de diferente masa molecular [ribonucleasa A (17,3 KDa), quimotripsinégeno (25
KDa), ovoalbumina (43 KDa), albumina bovina (67 KDa), aldolasa (158 KDa), catalasa (232
KDa) y transferrina (440 KDa)], dentro de los intervalos de masa molecular de la mo-PRL
(23 KDa) y la ma-PRL (150-170 KDa). Para cada una de estas proteinas se determind el
perfil de elucién a una absorbancia de 280 nm. Tras la inyecciéon 2 mg de cada una de las

proteinas indicadas, se obtuvieron los volumenes de elucién siguientes (media == DE):

* Ribonucleasa A (13,7 kDa): 15,2 = 0,2 mL

* Quimotripsinégeno (25 kDa): 14,7 = 0,2 mL
* Ovoalbumina (43 kDa):12,2 = 0,4 mL

* Albuimina bovina (67 kDa): 11,3 = 0,3 mL

* Aldolasa (158 kDa): 10,9 == 0,2 mL
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* (Catalasa (232 kDa): 10,4 = 0,4 mL

* Ferritina (440 kDa): 10,2 = 0,4 mL

La separacion de formas de PRL de diferente masa molecular en los sueros de los
pacientes se realizd inyectando 1 mL de suero total y recogiendo fracciones de 1 mL. En
cada una de estas fracciones se midié la concentracién de PRL y se considerd la presencia
de macroprolactinemia cuando su proporciéon determinada por cédlculo del area bajo la
curva fue >25% del total de PRL eluida. Los sueros con proporcion <25% se consideraron
negativos para macroprolactinemia. Este valor discriminante se establecié para obviar el
error en la medida de PRL en las fracciones eluidas, teniendo en cuenta ademads que la

proporcién de mo-PRL en la mayoria de individuos es >85%.

El uso de cromatografia de filtracidon en gel tuvo por objeto: 1) confirmar la validez de la
técnica de precipitacion con PEG 6000 para detectar ma-PRL, y 2) establecer un limite de
decision indicativo de la presencia de ma-PRL para la proporcion determinadamediante la

técnica de precipitacion con PEG 6000 (103).

La concentracion de PRL total se midié en mili unidades internacionales por litro (mUI/I) vy

los valores de referencia para PRL estan establecidos entre 70 y 424 mUl/I.

La PRL monomérica, es decir la PRL recuperada después de anadir PEG (PRL-postPEG), se
midié con los mismos valores (mUI/l), y la proporcion de macroPRL se estimé a partir de

la concentracién de PRL total y PRLpostPEG con la siguiente férmula:

(PRLpostPEG) [100x(PRL total -PRLpostPEG)/PRL total]

El porcentaje de recuperacidon (%R) se define como: 100xPRLpostPEG/PRL total, y se

considerd macroprolactinemia cuando el porcentaje de macroPRL superaba el 60%.
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5.4. ANALISIS ESTADISTICO

5.4.1. Estudio observacional

La descripcién de las variables ha consistido en la media aritmética, asi como el rango,
para las variables cuantitativas. En las variables categodricas, se ha facilitado el porcentaje

(frecuencia relativa) y el nimero de casos (frecuencia absoluta).

Las comparaciones (estadistica inferencial) de variables cuantitativas, se han realizado
mediante test de “t” para datos independientes. En las variables categdricas, descripcion
mediante tablas de contingencia e inferencia mediante test de chi-cuadrado o test exacto

de Fisher, segun fuera el contenido de las celdas.

En todos los casos el nivel de significacion ha sido el usual del 5% (alfa=0,05)

aproximacion bilateral.

Toso el andlisis se realizé con el paquete estadistico IBM-SPSS (version 22.0) (SPSS

Inc.Chicago, IL).

5.4.2. Estudio dinamico

El andlisis estadistico se realizé con el paquete estadistico IBM-SPSS (versién 22.0) (SPSS

Inc., Chicago, IL).

Para el estudio de la evolucién de los valores de las curvas se ha empleado un andlisis de
la varianza de dos factores, uno de ellos de medidas repetidas (evolucién) y el otro de
medidas independientes (grupo). Con ésta aproximacién se obtendran tres
siginificaciones, una para cada factor de forma independiente asi como significacion de la
interaccion de ambos (tratamiento x tiempo), que nos indicara si la evolucién a lo largo
del tiempo ha sido diferente segun sea el grupo. Para evitar algin problema de
esfericidad (correlaciones entre las variables a largo tiempo) utilizamos la correccién de

Greenhouse-Geisser.

Para comparar el efecto neto de la administracion de metoclopramida sobre la
produccién y secrecion de PRL, a cada punto de la curva se le resto el valor basal,

calculdndose posteriormente el area bajo la curva (AUC) mediante el método trapezoidal.
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Asi mismo se determiné el valor maximo (Cmax) a partir de los puntos de
tiempos/concentraciones y el tiempo en que dicho valor de Cmax se producia, que seria
el Tmax, para cada caso de forma individual. La comparacion de los valores de Tmax se ha
llevado a acabo mediante el test no paramétrico de Kruskall-Wallis (comparacion de los
tres grupos) y a continuacion las correspondientes dos a dos, mediante test de Mann-

Whitney.

En todos los casos se asumieron como significativos los valores de “p” < 0,05

aproximacion bilateral.
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6. RESULTADOS
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6.1. ESTUDIO OBSERVACIONAL

Se incluyeron en el estudio 139 pacientes con hiperPRL, de las cuales 106 presentaban
una hiperPRL a expensas de PRL monomérica y 33 hiperPRL  secundaria a
macroprolactinemia, lo que corresponde a una incidencia de macroprolactinemia del

23,74%.

6.1.1. Caracteristicas antropométricas:

No se apreciaron diferencias significativas entre las pacientes con hiperPRL-mono v las
HiperPRL-macro en relacién a la edad (35,4 afios y rango 19-59 vs 33,7 anos, y rango: 19-

53) ni en relacién al IMC (25,4 kg/m?y rango 18 -39 vs 23,5 kg/m?y rango 17-33) (p=ns).

Tampoco se apreciaron diferencias significativas entre ambos grupos en relacién al
numero de gestaciones (el 66% de las hiperPRL-mono eran nuliparas vs el 73 % de las
HiperPRL-macro) o abortos El 15% de las pacientes con hiperPRL-mono habian
presentado algun aborto: en 9 casos un solo aborto, en 5 con dos consecutivos, y sélo dos
pacientes tenian en su historial 3 abortos. Entre las pacientes con HiperPRL-macro la tasa
de abortos era del 12% (p=ns): 3 pacientes tenian historia previa de un solo aborto y tan

so6lo un caso con 2 abortos previos (Fig. 11).

Figura 11.

HiperPRLmo HiperPRLmacro
Edad (afios) 35,4 33,7 ns
IMC 25,4 23,5 ns
Nuliparidad 70 (66,03%) 24 (72,2%) ns
16 (15,09%) 4(12,12%)
Abortos:
1 9 3 .
2 5 1
3
2 0
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6.1.2. Tratamiento dopaminérgico previo

La mayoria de las pacientes de ambos grupos no habian recibido tratamiento
dopaminérgico previo a la determinacion basal de PRL: de las 139 pacientes estudiadas,
74 pacientes con hiperPRL-mono (69,8%) y 20 (60,6%) con HiperPRL-macro. (p=ns) (Fig.
12).

Figura 12.

HiperPRL mo

El Tratamiento 200,
agonista
30% dopaminérgico
3 Nunca tratamiento
p=04
70%

De las 45 pacientes restantes, en un caso no consta si habia realizado tratamiento previo,

y en las 44 que si habian recibido tratamiento, todas habian superado un periodo minimo

de lavado de 1 mes, por lo que la determinacion de PRL realizada se consideraba basal.

6.1.2.1. Duracion del tratamiento (Figs. 13y 14)

De las 44 mujeres que habian realizado tratamiento, las pacientes con hiperPRL-mono
habian recibido medicacidon una media de 6 afios (rango: 2 meses - 20 afios), y de 3 afios

en las HiperPRL-macro (rango: 1 mes a 5 afios) (p=ns)

Al estratificar los grupos en relacién al tiempo observamos como si que habian
diferencias: todas las HiperPRL-macro habian recibido tratamiento 5 afios o menos,
mientras que de las hiperPRL-mono el 48% llevaban mds de 5 afios de tratamiento

dopaminérgico (p=0,0001).
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Figura 13. Duracién del tratamiento dopaminérgico

HiperPRLmo HiperPRLmacro

(n=32) (n=12)

<=1a 10 (31,2%) 1(8,3%)
>1a - 5a 6 (18,7%) 9 (75%)
>5a<10a 9 (28,1%) 0 0,0001
>=10a 6 (18,7%) 0
Desconocido 1(3,12%) 2 (16,6%)

Figura 14.

Duracion tratamiento agonista

% ER 2
dopaminérgico recibido

80~
Bl HiperPRL mo

60~ EE HiperPRL macro
40~ p<0,0001
20~ I
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g v

6.1.2.2. Tiempo sin tratamiento (Figs. 15y 16)

En ambos grupos la media de tiempo sin tratamiento fue similar: 2 afios en las hiperPRL-

mono y 2 afos y medio en las HiperPRL-macro. (p=ns)
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El 56% de las hiperPRL-mono y el 57% de las HiperPRL-macro hacia 1 ailo o menos que no

recibian tratamiento. En ambos grupos alrededor del 90% hacia menos de 6 afios que

estaban sin tratamiento. (p=0,03).

Figura 15.
Tiempo sin tratamiento
50+
%
40+ @l HiperPRL mo
B HiperPRL macro
30~
p<=0,03
20+
10~ I
. m
Afos
' N o N
Ql N I\
@6‘ qbb G ¥,
P RN A
4
Figura 16.

Tiempo sin tratamiento

HiperPRLmo
(n=32)

HiperPRLmacro

(n=12)

>1<=3m 10 (31,25%) 2 (16,6%)
4m-1a 8 (25%) 5 (41,6%)
2-6a 11 (34,3%) 4 (33,3%) 0,03
>=10a 2 (6,25%) 1(8,3%)
Desconocido 1 (3,1%) 0
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6.1.3. Motivo de consulta

El motivo por el que habian consultado al Servicio de Ginecologia de nuestro Hospital era:

* Sintomatologia atribuible a hiperPRL un total de 68 pacientes (48,9%): alteraciones
menstruales (oligomenorrea o amenorrea) y/o galactorrea.

* Por estudio de esterilidad 64 mujeres (46%). En todas éstas pacientes se realizd
una determinacion de PRL por protocolo, independientemente de la presencia o
no de sintomas.

* 5 pacientes consultaron por hipermenorrea.
* Una paciente consultd por hirsutismo.

* En un caso desconocemos el motivo de consulta inicial (correspondiente al grupo
de las macroprolactinemias).

Las pacientes de ambos grupos de hiperPRL eran comparables (p=ns) en cuanto al motivo

que las habia llevado a consultar al Servicio de Ginecologia de nuestro Hospital (Fig. 17).

Figura 17.
Motivo de consulta
% 60+
40+ Hm HiperPR mo
Bl HiperPRL macro
20~ p=0,5
0-
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6.1.4. Fertilidad

Del total de pacientes estudiadas, un 46 % tenian un diagndstico de esterilidad, 28%
habian tenido alguna gestacién y 25% de los casos se trataba de pacientes que aun no

habian probado su fertilidad. Esta distribuciéon se mantenia similar en cada grupo:

Del grupo de las pacientes con hiperPRL-mo, 30 (28,3%) habian tenido alguna gestacion,
27 (25,4%) no habian probado su fertilidad y 49 (46,2%) presentaban esterilidad. Estos
datos son similares (p=ns) a los del grupo de pacientes con HiperPRL-macro entre las
cuales habian 9 pacientes (27,2%) con alguna gestacién previa, 8 (24,2%) no habian
buscado descendencia y 16 (48,4%) no conseguian un embarazo. Datos reflejados en la

Fig. 18.

Figura 18.

HiperPRL mo HiperPRL macro

28,3%

Hl Gestaciones previas
3 Fertilidad no probada
= Esterilidad

46,23%

p=0,96

25,47%

Total=106 Total=33

6.1.4.1. Causas de esterilidad

En el grupo de pacientes estériles apreciamos un ligero predominio de las causas

masculinas entre la hiperPRL-mo (p=0,01) (Fig. 19).

* De las 49 pacientes estériles con hiperPRL-mo y esterilidad 25 (51%) se
catalogaron de esterilidad por factor masculino al detectarse una patologia
seminal como probable causa de la misma. En 20 pacientes (40,8%) se detectd una
causa femenina (5 de ellas asociadas a un factor masculino leve) y sélo en 3 (6,1%)

no se determind ninguna causa responsable de la esterilidad y se catalogaron de
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esterilidad de origen desconocido o no filiado (EOD). Hay 1 caso del que

desconocemos el resultado del estudio de esterilidad.

* De las 16 pacientes estériles y con HiperPRL-macro, los motivos de esterilidad
fueron: 6 casos (37,5%) diagnosticados de factor masculino, 9 (56,2%) de causa
femenina (3 asociados a factor masculino). Ninguna esterilidad de origen
desconocido y una paciente de la que desconocemos el resultado del estudio de

esterilidad.

Figura 19.

Causa de esterilidad
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6.1.4.2. Causas de esterilidad femenina

Al estudiar la posible relacion entre la esterilidad de origen femenino y la hiperPRL
observamos que en la mayoria de pacientes ya existian otras causas que justificaban por
si mismas la esterilidad, por lo que no se podia atribuir ésta ultima en exclusiva a la

presencia de hiperPRL. Esto ocurrié en ambos grupos:

A. De las 20 pacientes con hiperPRL-mo y esterilidad femenina:

La mayoria, 15 (75%), no presentaban alteraciones menstruales, y la causa

principal de su esterilidad era otra:

* 4 casos de patologia tubarica (2 hidrosalpinx, 1 oclusion tubarica)
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* 7 pacientes con endometriosis
* 1 pacientes con un sindrome adherencial grave
* 1 paciente con patologia miomatosa uterina grave

* 2 pacientes con abortos de repeticién (mas de 2 abortos espontaneos

antes de las 20 semanas)

Las 5 pacientes restantes presentaban alteraciones menstruales siendo éstas
probablemente la principal causa de su esterilidad. La etiologia de este

trastorno menstrual era diferente en cada caso:
o Un caso de amenorrea secundaria a un fallo ovarico prematuro

(FOP).

o 3 amenorreas en pacientes con hiperPRL tumoral: 2
macroadenomas Yy un microadenoma (cuyo patron menstrual se
normalizé al descender los valores de PRL con tratamiento

dopaminérgico, consiguiéndose entonces una gestacion).

o Una paciente con amenorrea e hiperPRL idiopatica (RMN normal),
la alteracién menstrual se corrigio al normalizar los valores de PRL
con tratamiento dopaminérgico (no habia conseguido gestacion en

el momento de cerrar el estudio).

Asi pues, la mayoria de las pacientes estériles con hiperPRL-mo (16
mujeres, un 80%) presentaban otra causa diferente a la hiperPRL, que por

si misma ya era causa de esterilidad.

B. De las 9 pacientes estériles con macroprolactinemia:
En 7 casos el motivo principal de la esterilidad femenina se atribuyd a otra
causa a parte de la hiperPRL:
* 4 casos de patologia tubarica
* 2 amenorreas por un FOP

* 1 oligomenorrea en el contexto de un SOPQ
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Un caso presentaba 2 abortos espontaneos sin alteraciones menstruales ni

otra patologia excepto la hiperPRL.

Sélo una de las pacientes presentaba una ataxia menstrual sin otra posible
etiologia reconocible mas que la hiperPRL. La RMN habia sido normal, por lo
gue se catalogo de hiperPRL idiopatica y al iniciar tratamiento dopaminérgico,
se normalizé tanto clinica como analiticamente, obteniéndose entonces una

gestacion.

Entre las hiperPRL-macro también la mayoria de las mujeres con esterilidad
femenina tenian otra causa que por si misma justificaba la esterilidad: 8

pacientes (88,8%).

6.1.5. Pruebas de imagen hipofisaria

Se realizaron 87 pruebas de imagen de la region hipofisaria en las 139 pacientes incluidas
en el estudio. Se detectd patologia en 46 pacientes (53%): 32 microadenomas (36,8%), 6

macroadenomas (6,9%), 8 sindromes de silla turca vacia (SSTV) (9,2%).

La distribucion en funcién del tipo de hiperPRL fue la siguiente: (Fig. 20).

De las 59 RMN realizadas a pacientes con hiperPRL monoméricas se detectd patologia
hipofisaria en 40 pacientes (el 68% de las hiperPRL monoméricas a las que se realizd
RMN): 27 microadenomas, 6 macroadenomas, 7 SSTV. En las macroprolactinemias se
realizaron 28 RMN, que mostraron 5 casos de microprolactinoma, un SSTV y ningun

prolactinoma.
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Figura 20.

- RESULTADOS -

Resultados RMN Total

HiperPRLmo HiperPRLmacro

RMN realizadas

87

59

28

Normal 41 (47,1%) 19 (32,2%) 22 (78,5%)
Patologia

e 46 (52,8%) 40 (67,7%) 6 (21,4%)
hipofisaria

0,0001

Microadenoma

32 (36,7%)

27 (45,7%)

5(17,8%)

Macroadenoma

6 (6,8%)

6 (10,1%)

SSTV (*)

8(9,1%)

7 (11,8%)

1(3,5%)

Mas del 50% de las RMN realizadas en pacientes con hiperPRL-monomérica mostraban

alteraciones hipofisarias en forma de macro o microprolactinoma o bien SSTV, a

diferencia de la mayoria (78,5%) de las RMN realizadas en pacientes con hiperPRL por

macroPRL, que eran normales (p< 0,001). La proporcién de RMN patoldgicas fue inferior

en las macroprolactinemias y la presencia de macroprolactinomas exclusiva de las

hiperPRL monomeéricas, aunque no eran diferencias significativas (0,57). (Figs. 21y 22).

Figura 21.
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Figura 22.
Patologia hipofisaria
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20} Em HiperPRL mo
154 B HiperPRL macro
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6 HiperPRL macro)
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6.1.6. Etiologia de la hiperPRL

La hiperPRL fue de origen tumoral en 46 casos (33%). En 24 pacientes (17%) existian otras
etiologias: farmacoldgica en 10 casos, 5 hipotiroidismos, 5 casos atribuibles a SOPQ, y 4

pacientes con hiperPRL refleja.

En las 69 pacientes restantes (50%) no se aprecié ningun factor etioldgico por lo que la
hiperPRL se catalogd de idiopatica. 34 de ellas tenian RMN normal que descartaba
patologia hipofisaria. Las 35 restantes se catalogaron de idiopdticas aungque no contaban
con RMN ya que ni por la clinica ni por los valores de PRL que presentaban se considerd
necesario descartar patologia tumoral hipofisaria (no presentaban ni alteraciones
menstruales ni galactorrea). Los valores medios de PRL en estas pacientes fueron de 545

muUl/l, (con un valor de PRL minimo de 424 mUI/l y uno maximo de 885 muUl/I).
Al comparar las diferentes etiologias en funcion del tipo de hiperPRL (Fig. 23) se observa:

* De las 46 hiperPRL tumorales, tal y como ya se ha comentado: 40 eran hiperPRL

monomeéricas y 6 macroprolactinemias

* Entre las hiperPRL no tumorales: las 10 hiperPRL famacolégicas se detectaron

entre las hiperPRL monoméricas; en las reflejas 2 eran hiperPRL monoméricas y 2
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macroPRLs; y tanto las tiroideas como las secundarias a SOPQ eran 4 hiperPRL

monomeéricas y 1 macroPRL.

* De las 69 hiperPRL consideradas idiopaticas: 46 eran hiperPRL monoméricas y 23

macroPRLs.
Figura 23.
Etiologia de la hiperPRL HiperPRLmo HiperPRLmacro
(n=106) (n=33)
Tumorales 40 (38%) 6 (18%)
Idiopaticas 46 (43%) 23 (70%)
No tumorales 20 (19%) 4 (12%)

Entre las hiperPRL por macroPRL predominé la etiologia idiopatica (70%) siendo las otras
causas mucho menos frecuentes. Las diferencias fueron estadisiticamente significativas
(p=0,0005) al compararlas con las hiperPRL monoméricas en las que las causas tumorales
son casi tan frecuentes como las idiopaticas. No detectamos causas farmacoldgicas entre
las macroprolactinemias. Las causas tiroideas, reflejas y secundarias a SOPQ supusieron

una cifra pequefia en esta serie y aunque parecen similares en ambos grupos no

permitieron establecer diferencias (Fig. 24).

- RESULTADOS -

0,0005
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Figura 24.

HiperPRL mo

19% 38%

Hl Tumorales
[ Idiopaticas

I No tumorales

p=0,0005

6.1.7. Clinica

6.1.7.1. Alteraciones menstruales +/galactorrea

De las 106 pacientes con hiperPRL monomérica:

e 43 (40,5%) presentaban sintomatologia atribuible a la hiperPRL: 12 (11,3%)

galactorrea, 15 (14,15%) oligomenorreay 16 (15,09%) amenorrea.

* 48 pacientes no mostraban sintomatologia de alteracién menstrual ni galactorrea
(45,2%), y en 6 casos la alteracién menstrual que presentaban se atribuyo a otras
causas diferentes a la hiperPRL (1 sdOPQ, una disovulacidon perimenopausica, un

FOP, 3 en contexto de la menopausias)

* No se pudieron valorar 9 casos (8,4%): 3 por estar en tratamiento con
anovulatorios, 2 con tratamiento hormonal substitutivo, 3 histerectomizadas, y en

1 caso no habia informacién sobre el patrén menstrual.
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De las 33 pacientes con hiperPRL a expensas de macroPRL:

* 13 (39,3%) mostraban clinica atribuible a hiperPRL: 10 oligomenorreas (2 con
galactorrea) y 3 casos solo galactorrea, ningin caso de amenorrea se atribuia

directamente a la hiperPRL

* 10 casos (30,3%) estaban asintomaticos y 9 (27,2%) presentaban alteraciones
menstruales que no se consideraron secundarios a la hiperPRL: 2 oligomenorreas
en el contexto de un SAdOPQ, de las 9 amenorreas, 4 eran FOP, 4 casos se

diagnosticaron de menopausia y en un caso era una amenorrea hipotaldmica.
* 3 casos no valorables o dato desconocido.

A diferencia de lo que indica la literatura, donde encontramos que las hiperPRL por
macroPRL son menos sintomaticas, en nuestro estudio no hay diferencias significativas
entre la presencia de sintomatologia atribuible a hiperPRL (alter. menstruales +/-

galactorrea)(Figs. 25y 26).

Figura 25.
Clinica atribuible a hiperPRL HiperPRLmo HiperPRLmacro
No 54 (50,9%) 19 (57,57%)
ns
Si 43 (40,5%) 13 (39,39%)
Figura 26.
% Clinca atribuible a hiperPRL
60+
40- mm HiperPRL mo
== HiperPRL macro
20+ p= NS
0-
v F
A: Asintomaticas o con alteraciones no atribuibles a hiperPRL
B: Alter. menstruales + galactorrea
Al desglosarlo
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en relacién al tipo de alteracién menstrual, si que habian diferencias significativas a
expensas de un claro predominio de la oligomenorrea entre las pacientes con

macroprolactinemia (p= 0,003).

Todas las amenorreas inicialmente detectadas entre las macroPRL tenian otra causa que
por si sola era responsable de la alteracién menstrual. Los resultados mostraron que
habian diferencias significativas (p<0’001), fundamentalmente a expensas del claro

predominio de amenorrea entre las hiperPRL monoméricas. (Fig. 27).

Figura 27.
Alteraciones menstruales
% atribuibles a hiperPRL
40+
30+
20 Bl HiperPRL mo
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6.1.7.2. Galactorrea

Aunque predominaba la presencia de galactorrea entre las hiperPRL-mo con 25 pacientes
(23,58%) frente a 5 (15,5%) entre las HiperPRL-macro, estas diferencias no fueron

significativas, (p=0,11). (Fig. 28).
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Figura 28.
Galactorrea
% 100=
80+
60+ B HiperPRL mo
Bl HiperPRL macro
40- i
20~ . p=0,11
& [
1 L
(&o ‘@o
) )
> o
& $°
2 o°

6.1.8. Niveles de PRL y relacion con la clinica y etiologia

6.1.8.1. PRL total y etiologia (Figs. 29, 30 y 31)

No se apreciaron diferencias significativas entre los valores de PRL total en las pacientes

con HiperPRL monoméricas respecto a las macroPRLs (1146+144 mul/L vs 1076+188

mul/l).

Tampoco hubo diferencias en la PRL total entre los dos grupos ni cuando la etiologia de Ia

hiperPRL fue tumoral, ni en funcién del tipo de patologia hipofisaria que presentaban.

En cambio, la PRL de las pacientes con hiperPRL monomérica idiopatica fue

significativamente inferior (657 mUl/I+ 52,9, vs 1169 mUI/Lt 266,5)(p=0,013).
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Figura 29. Niveles de PRL basal en funcién de la etiologia y tipo

de hiperPRL.

Niveles de PRL (mUl/I) HiperPRLmo HiperPRLmacro
Idiopaticas 657(+52) 1169 (+266) 0,013
Tumorales 1666 (+339) 951(+78) 0,42

Microadenomas 1664 1931
Macroadenomas 2501 @ | 0 -
Figura 30.
PRL basal en hiperPRL tumorales
2400
mUl/L
@ hiperRPL-mono
1600+ W HiperPRL macro
p=0,42
800~
Figura 31.
PRL basal en hiperPRL idiopaticas
1600+
mUI/L
200+
@® HiperPRL-mono
800- B HiperPRL macro
p<0,0001
400-
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6.1.8.2. PRL total y clinica

Al comparar los grupos de pacientes en relacién a la presencia o no de galactorrea, no se
apreciaron diferencias significativas entre ellos (1006+94 mUI/L vs 1148 + 153,6 mUI/L)
(Fig. 32).

PRL total en funcion de la
presencia o node galactorrea

Figura 32. 1600+

mUIL

1200+
® galactorrea

B no galacto
p=0.62

800~

Se detectaron niveles mas elevados de PRL total en las pacientes con oligomenorrea o
amenorrea causadas por la hiperPRL. Sin embargo, al compararlas con las pacientes con
alteraciones menstruales secundarias a otros factores, estas diferencias no fueron

singificativas. (p=ns).

La PRL total fue de 1041+182 mUI/L en el las pacientes con oligomenorrea por hiperPRL y

de 637 +72 en las oligomenorreas de otra causa (Fig. 33).

Figura 33.
g PRL total en funcién de la
causa de la oligomenorrea
1600+
mUl/L
® oligo x hiperPRL
1200+ } B oligo x otra causa
800+
i p=ns
400
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En los casos de amenorrea secundarios a hiperPRL la PRL fue de 1625 * 419, siendo de

879 + 140 en las amenorreas de otra causa (Fig. 34).

Figura 34.

PRL total en funcion de la
etiologia de la amenorrea

mUl/L 240
200 .
® amenorrea x hiperPRL
160 B amenorrea x ofra causa
120
p=ns
80 i

40

Al agrupar la sintomatologia (oligomenorrea/amenorrea tgalatorrea) en las hiperPRL-
monomeéricas, también hay una tendencia aunque no significativa, a mostrar niveles de
PRL superiores en el gupo sintomatico (1276mUI/L+192) que en las pacientes sin clinica o

con clinica no atribuible a hiperPRL (926mUl/L+ 217) (Fig. 35).

Figura 35.

PRL total HiperPRL mo
1600+

mUI/L 1200+

A: Asintomatica 6 clinica no
atribuible a HiperPRL

800 B B: Clinica atribuible a

HiperPRL
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400~

> -
B

En cambio en las macroprolactinemias, los niveles de PRL son incluso mas altos en las
mujeres sin clinica (1188 mUI/L+322) que aquellas con oligo/amenorrea * galactorrea

secundaria a niveles elevados de PRL (897mUl/L+ 80) (Fig. 36).

MACROPROLACTINEMIA: IDENTIFICACION Y ASPECTOS CLINICOS - 64



CRISTINA VANRELL BARBAT * TESIS DOCTORAL * RESULTADOS

Figura 36.
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6.1.8.3. Clinica en relacion a los niveles de PRL post-PEG

No se detectaron niveles superiores de PRL libre entre las pacientes con galactorrea

(p=0,95), ni en aquellas con oligomenorrea secundaria a hiperPRL o debida a otra causa

(p=0,2).

Los niveles de PRL post-PEG en la pacientes con galactorrea fueron de 1091 muUI/L+124 vy

de 897mUI/L+183 en las mujeres sin galactorrea (Fig. 37).

Figura 37.
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Tampoco habia cambios en funcidn de si era uno u otro grupo de hiperPRL (Figs.. 38 y 39).

Figura 38. hiperPRL-monomérica: PRL post-PEG con galactorrea:
mUI/L+129 y sin galacorrea: 111 mUI/L*241.

PRL post-PEG en funcion de la
presencia o no de galactorrea

1600- en hiperPRL-mo
mUlL 1200+ }
® galactorrea
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Figura 39. Macroprolactinemia: PRL post-PEG con galactorrea:
mUI/L*43 y sin galactorrea de 274 mUI/L+32.

PRL post-PEG en funcion de la
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En relacién a la presencia de oligomenorrea, también hubo una tendencia a detectarse

niveles de PRL post-PEG superiores en los casos de oligomenorrea secundaria a hiperPRL

(865,6 mUI/L+222) que en los debidos a otras causas (481 mUI/L+ 175) pero sin ser

significativo (Fig. 40).

Figura 40.
PRLpost-PEGen funcion de la
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Nuevamente, no hay diferencias si estratificamos por grupos: hiperPRL-mo con
oligomenorrea por hiperPRL vs no por hiperPRL; ni en los casos de las hiperPRL macros
que presentan PRL de 34 mUI/L%+39 si tenen oligomenorrea atribuible a ala hiperPRLy 306
mUI/L+92 en los casos de oligomenorrea por otras causas.

Figura 41. hiperPRL-monomérica: PRL post-PEG con oligomenorrea:
1193 mUI/L*348 y sin oligomenorrea: 832 mUI/L.

PRLpost-PEGen funcién de la
casua de la oligomenorrea
en hiperPRL-mo

muUl/L 1600~
1200+ ® A=oligomenorrea por
hiperPRL
800~ u :
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Figura 42. Macroprolactinemia: PRL post-PEG con oligomenorrea: 34
mUI/L+39 y sin oligomenorrea de 306 mUI/Lt92.
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Sin embargo si que habian diferencias significativas (p=0,0104) entre los niveles de PRL
post-PEG en funcion de la presencia de amenorrea secundaria a hiperPRL. Como era de
esperar, los niveles de PRL post-PEG fueron superiores (1880 mUI/L+411) en las pacientes
con amenorrea secundaria a hiperPRL, que los de las mujeres cuya amenorrea parecia

deberse a otra causa (527mUl/L+ 126) (Fig. 43).

Figura 43.
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No estratificamos en funcién de tipo de hiperPRL ya que no hubo amenorreas por

hiperPRL en el grupo de las macroprolactinemias.

Al agrupar la sintomatologia secundaria a hiperPRL, en las pacientes con
hiperPRLmonomérica observamos una tendencia a presentar niveles PRL post-PEG
superiores en las pacientes con clinica que en las asintomaticas: 1117 muUI/L+241 vs

1449mUI/L+202 ( Fig. 44).

Figura 44.
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Lo mismo ocurre en las macroprolactinemias: las pacientes sintomaticas presentan
niveles de PRL post-PEG superiores a las asintomaticas: 365 mUI/L+33 vs 274 mUI/L+32
(Fig. 45).

Figura 45.

PRL postPEG en HiperPRL macro

400- E

2004

muUl/iL

A: Asintomatica 6 clinica no
atribuible a HiperPRL

B B: Clinica atribuible a
HiperPRL

p=ns

>
[ B

6.1.9. Relacion con patologia autoinmune

Un 2,91% de las pacientes con hiperPRL monomeérica y el 24,24 % de las
macroprolactinemias presentaron patologia autoinmune, siendo la diferencia entre

ambos grupos significativa (p=0,0001).

En las pacientes con hiperPRL monomeérica los 3 casos correspondieron a un lupus
eritematoso sistémico, un hipertiroidismo de Graves-Basedow y un FOP. Los 8 casos de
patologia autoinmune entre las macroprolactinemias correspondian a cuatro FOP (una de
ellas con eritema nodoso), dos casos de tiroiditis de Hashimoto, un hipotiroidismo y una

artritis reumatoide (Figura 46).

Figura 46. Patologia autoinmune asociada
% 150+
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6.2. RESULTADOS ESTUDIO DINAMICO

6.2.1. Parametros basales y clinicos

El estudio incluyd 25 mujeres, 9 de ellas con concentraciones de PRL basal normal (grupo
control), 8 casos con hiperPRL monomérica (grupo hiperPRLmo) y 8 pacientes con
hiperPRL con predominio de macroprolactinemia (grupo hiperPRLmacro). Como se

aprecia en la Fig. 47, tanto la edad como el IMC fueron comparables entre los tres grupos

estudiados.
Figura 47.
Control HiperPRLmo HiperPRLmacro
(GEC)] (n=8) (n=8)
IMC (kg/m2) 22,9+3,4 24,945,2 21,2+2,3 ns
Edad (afios) 31,6%4,9 35,8+4,4 30,7%6,5 ns

Todas las mujeres del grupo control presentaban ciclos menstruales regulares mientras
que en el 75% de las pacientes con hiperPRL monomérica y en el 37,5% de las
macroprolactinemias existia algun tipo de alteracidn menstrual. La galactorrea se
corroboré sélo en el 25% de las pacientes con hiperPRL monomérica. En el 50% de las
hiperPRL monoméricas se detectd patologia hipofisaria mientras que sélo hubo un caso

de microadenoma (12,5%) entre las hiperPRLmacro (Fig. 48).
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Figura 48.

HiperPRLmo HiperPRLmacro

(n=8) (n=8)
Ciclo menstrual
Regular 9 2 5
Amenorrea 0 1 1
Ciclos irregulares 0 5 2
Galactorrea
Si 0 2 0
NO 9 6 8
RMN hipofisaria
Normal - 4 7
Adenoma - 3 1
Other (SSTV) - 1 0

6.2.2. Niveles de PRL basal, total y post-PEG.

Como era de esperar, la concentracion basal de PRL total en el grupo control fue
significativamente inferior a la de los grupos con hiperPRL monomérica y
macroprolactinemia, sin que se apreciaran diferencias entre estos ultimos (255,5+137

mIU/L vs 1188,7+660 mIU/Ly 1597,4+1633 mIU/L, respectivamente)(p=0,037).

La concentraciones de PRL tras el PEG fueron superiores en las mujeres
hiperprolactinémicas (1262,5+777 mlU/L), cuando se compararon con el grupo control
(290,5.6+111 mIU/L) o las macroprolactinemias (317,6£203 mUI/L), sin diferencia entre

estos ultimos.

El porcentaje de PRL monomérica recuperado tras el PEG fue significativamente menor en
el grupo de mujeres con macroprolactinemia (28,5+17%), que en los otros dos grupos

(grupo control: 129,5+37%, grupo hiperPRL: 93,1+28%) (Fig, 49).
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- RESULTADOS -

Figura 49. Niveles de PRL total post PEG y % de recuperacién.

Control

HiperPRLmo

HiperPRLmacro

PRL total (mUI/L) 255+137° | 1188 (+660)° 1597 (+1633)® | * p<0,001
PRLpOStPEG (mUI/L) | 290+ 111° 1262 (£777)° 317 (+203)° 2 h<0,01
% recuperacién 129 +37 93 (+28) 28 (£17) p <0,0001

6.2.3. Incremento de PRL tras administrar antidopaminérgico

Tras la administracion de metoclopramida se aprecié un incremento significativo de las

concentraciones de PRL total (p<0,0001) y PRL monomeérica recuperada post PEG en

todos los grupos (p=0,013). Sin embargo se detectaron diferencias en la evolucion de las

curvas entre los grupos tal y como se describe a continuacién:

Si comparamos la evolucién de la PRL total y PRL post PEG para cada grupo observamos
gue no hay diferencias entre ellas en el grupo de las hiperPRL monomeéricas, en el grupo
control hay una tendencia pero no significativa y en cambio en el grupo de las

Macroprolactinemias si que hay diferencias significativas en la evolucién (p<0,00) , tal y

como se aprecia en las graficas (Figs. 50, 51y 52):

» Incremento RPL total y postPEG en el grupo Control tras administracion de

antagonista dopaminérgico: (p=0,05)

Figura 50.
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» Incremento RPL total y post-PEG en el grupo de hiperPRL monomérica tras

administracion de antagonista dopaminérgico: (p=ns).

Figura 51.
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» Incremento RPL total y post-PEG en el grupo de macroprolactinemias tras

administracion de antagonista dopaminérgico: (p<0,00).

Figura 52.
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Al comparar la evolucion entre los tres grupos observamos como tanto para la PRL total
como la PRL post-PEG, en el grupo control y en las macroprolactinemias el ascenso de la
PRL se produjo de forma significativa hasta los 15 minutos, momento a partir del cual las
PRL ya no ascendid mas; entre los 30 y 60 minutos posteriores se observé un descenso
de la misma. En cambio en las hiperPRL monoméricas el ascenso fue significativo sélo

hasta los 10 minutos, momento en que se estabilizé para descender, como en los otros

grupos, a partir de los 30 minutos (Figs. 53 y 54).

Figura 53.
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Figura 54.
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6.2.4. Areas bajo la curva

- RESULTADOS -

El drea bajo la curva (AUC) y la concentracion maxima (Cnax) de la PRL total fueron

significativamente superiores en las pacientes con macroprolactinemia (2611631115634 y

551042462, respectivamente) que en las hiperPRLs monoméricas (96930192587 vy

2144,8+1966, respectivamente) sin diferencias de ambos grupos con el grupo control

(164396181823 y 3528,8+1732, respectivamente) (Fig. 55).

Figura 55.
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Lo mismo ocurrid en la AUCy la Chax para la PRL post-PEG (Fig. 56):

Figura 56.
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No hubo diferencias entre los tres grupos en relacién al momento (tiempo) en que se

alcanzo la concentracién maxima de PRL total (Tmax). (p=ns).

El AUC del porcentaje de recuperacién fue negativo en el grupo control (-872+1771) y
significativamente diferente al del las mujeres con macroprolactinemia (1986+361)

(p<0,001). (Fig. 57).

Figura 57.
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7. DISCUSION
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7.1. DISCUSION DEL ESTUDIO OBSERVACIONAL

La hiperprolactinemia constituye la causa mas frecuente de anovulacion o disovulacién y
esterilidad secundaria de origen hipotaldamo-hipofisario en la vida reproductiva de la
mujer. Como tal, la normalizacion de los niveles de PRL restableceria los ciclos ovulatorios
y la capacidad fértil de las mujeres afectas. No obstante, a concentraciones equiparables
de PRL, no todas las pacientes hiperprolactinémicas tienen el mismo impacto clinico, sin
qgue hasta hace unas décadas conociéramos el porqué de esta discrepancia. Ello nos
parece en la actualidad en gran parte atribuible a las diferencias en la bioactividad de las
diferentes “formas de PRL”, por lo que ante el predominio de una u otra, nos podemos
encontrar desde pacientes con el tipico sindrome de amenorrea-galactorrea hasta
mujeres asintomaticas. Los primeros hallazgos de mujeres con elevadas concentraciones
de PRL sin apenas sintomatologia acompafiante correspondian a casos en los que la
hiperprolactinemia se producia principalmente a expensas de un predominio de
macrocomplejos de PRL (lo que hoy conocemos como macroprolactinemia), por lo que se
extendio el concepto de que estas pacientes eran esencialmente asintomaticas (67,104).
No obstante, en nuestra poblaciéon se demuestra que hasta un tercio de los casos de
macroprolactinemia existe clinica atribuible al exceso de PRL, hecho también constatado
en estudios mas recientes (74,88). De estos casos, aunque la amenorrea y la galactorrea
fueron mds comunes en pacientes con hiperprolactinemia monomérica, y en cambio, las
alteraciones menores del ciclo menstrual (oligomenorreas) predominaron en las
pacientes macroprolactinémicas, no hemos encontrado otros parametros clinicos o
fenotipicos que pudieran diferenciar ambas poblaciones. De ello podemos deducir que la
Unica forma objetiva de determinar estas situaciones consiste en la determinacion
sistematica de macroPRL en todas las pacientes con clinica sugestiva y en especial, como
sugiere la “Endocrine Society” en los casos con sintomas minimos o asintomaticos

(105,106).

La prevalencia de macroprolactinemia del 23,7% de nuestra poblacién es algo inferior al
28%, que es la media obtenida de la revisién de 8 estudios que incluian casi 4000
pacientes con hiperprolactinemia (78). Muy probablemente esté condicionada por
diferentes factores como las caracteristicas de la poblacién estudiada, las peculiaridades

de nuestro centro o como se ha determinado y definido la macroprolactinemia. Los
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estudios con prevalencias mas bajas, entre el 15 y el 20%, suelen incluir a pacientes con
sintomatologia sugestiva de hiperprolactinemia, mientras que en nuestra poblacién hasta
un 50% de los casos eran asintomaticos (65,69). Ello estad en consonancia con datos de la
literatura que evidencian que entre la poblacion de mujeres con hiperprolactinemia, las
atribuibles a macroPRL, presentan una frecuencia menor de sintomatologia. Este hecho
no se ha podido constatar en nuestro estudio en el que el porcentaje de mujeres
asintomaticas fue el mismo en los dos grupos. Algunos autores con resultados
comparables han argumentado que en esta poblacién los sintomas podrian tener otra
etiologia, y por lo tanto, tratarse de una coincidencia, sin existir una relacién causa efecto
con la macroprolactinemia. De hecho, todas las pacientes de nuestro grupo con
macroprolactinemia y amenorreicas presentaban otra causa a la que pudiera atribuirse la
alteracién menstrual, siendo en la mayoria de estos casos un fallo ovarico (107). También
ha podido influir en nuestros resultados el constituir un centro de referencia de pacientes
hiperprolactinémicas, y en consecuencia, que hubiera un sesgo de seleccién al haber sido
derivadas un mayor nimero de casos en los que existia una discrepancia entre los valores
de PRL y la clinica. Hauache y cols atribuyen a este hecho el apreciar una frecuencia de

hiperprolactinemia del 46% (66).

Un tercer aspecto que ha generado controversia es el relacionado con los métodos de
determinacién de la PRL total y monomeérica, asi como los limites para considerar que
estamos ante una macroprolactinemia. Kelly y cols utilizando el ensayo Tosoh AIA y una
precipitacion con PEG obtuvo una prevalencia de un 24,6% de macroprolactinemias, pero
cuando las muestras se volvieron a estudiar con el ensayo Roche Elecsys Il esta cayd a un
11,8% (108). En nuestro caso utilizamos el enzimoinmunoanalisis quimioluminométrico
automatizado calibrado para el tercer estandar internacional y las concentraciones de PRL
se han expresado en unidades internacionales. Este método presenta una reactividad
intermedia hacia la macroPRL, a diferencia de los otros métodos utilizados por Kelly y cols
gue son de alta y baja reactividad. También vale la pena mencionar que la estandarizacién
de la PRL puede contribuir a la confusién cuando se comparan los resultados entre los
distintos métodos debido a las preparaciones de referencia y a las unidades en uso.
Varios estudios han de mostrado que la precipitacion mediante polietilenoglicol (PEG) es

un método simple, accesible y reproducible para la determinacién de |Ia
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macroprolactinemia (109,110). Kavanagh y cols comparando la especificidad y utilidad
clinica de varios métodos concluyé que el PEG era superior y proporcionaba resultados
gue se correlacionaban mejor con la cromatografia de exclusién (111). Sin embargo, la
precipitacion con PEG presenta una serie de limitaciones que pueden haber
condicionado nuestros resultados, como el hecho de que aproximadamente hasta un
25% de la PRL monomérica en suero pudiera co-precipitar con los macrocomplejos. Ello

llevaria a subestimar y a mal interpretar los niveles de PRL libre reales.(110,112).

Por ello, se ha recomendado que cada laboratorio, establezca intervalos de referencia de
de la PRL post-PEG en sueros de individuos sanos (112). En este sentido, Beltran y cols
analizando diferentes plataformas de inmunoanalisis, entre las que figuraba la utilizada
en nuestro estudio (Immulite), aprecié una interferencia positiva del PEG sobre la PRL
monomeérica, estableciendo los intérvalos de referencia de la PRL libre entre 85 y 394
mIU/L (110). Esto es particularmente importante cuando co-existen macroPRL junto a
concentracions elevadas de PRL monomérica y podria explicar la presencia de
sintomatologia en las pacientes macroprolactinémicas de nuestro grupo, a pesar de que
las concetraciones de PRL postPEG estuvieran dentro del rango de la normalidad.
También se ha apreciado que el aumento de las concentraciones de gamma globulina en
el suero puede aumentar la cantidad de PRL monomérica precipitada por PEG, dando
lugar a una estimacién falsa de la misma y a la impresién errénea de que estamos ante
una macroprolactinemia (113). En cambio cuando la macroprolactinemia se produce a
expensa de compuesto de PRL e IgA puede dar lugar a fasos negativos (114). A pesar de
todo lo mencionado anteriormente, la precipitaciéon con PEG sigue siendo la técnica mas
ampliamente utilizada para la deteccién de macroPRL y es el método de eleccion para la

mayoria de laboratorios.

En nuestro estudio se escogio el valor de corte para el diagndstico de macroprolactinemia
en funcidon de lo que la mayoria de autores han aceptado (una relacién de PEG-
precipitacion > 60% o una recuperacion de PRL monomeérica inferior 40%), aunque los
umbrales puedan variar de un 30 a un 50% .Esto se debe a que no hay ningun valor
especifico que delimite claramente los casos de hiperPRL monomérica de las

macroprolactinemias.
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Los resultados de pruebas de precipitacion PEG tradicionalmente han sido reportados
como PRL total de ciento recuperado después del tratamiento con PEG. Sin embargo,
existen evidencias de que el enfoque de "recuperacion”, aunque de aplicacién general, es
errdneo, ya que no identifica a aquellos casos en que la macroPRL es la forma presente
predominante pero PRL monomérica también estd elevada, y este ultimo hallazgo, como
ya se ha comentado puede tener significacion patoldgica (82). Ha quedado claro que las
investigaciones de laboratorio deben centrarse en proporcionar una medida de bioactivo
- PRL monomérica, es decir la PRL que proporciona la informacién mas util para los
clinicos (78,115). La concentracion de PRL después de precipitacién con PEG proporciona
una medida relativamente precisa de la PRL monomérica bioactiva. Sin embargo, debido a
la amplia variacion en la reactividad ensayo de PRL y las caracteristicas de precipitacion
con PEG que se discutieron anteriormente, los rangos de referencia para la PRL
monomérica después de la precipitacion de PEG deberian ser especificos de cada

laboratorio.

En la realidad, la deteccion de la macroPRL y el conocimiento adquirido de las
interferencias con los métodos de andlisis, se debe a las discrepancias apreciadas entre

los resultados de laboratorio y la sintomatologia clinica.

Las pruebas de bioactividad sugieren que la macroPRL es poco probable que sea
responsable de sintomatologia propia de la hiperprolactinemia. Sin embargo, el hecho de
gue algunos de nuestros pacientes con macroprolactinemia tengan sintomas compatibles
sin que hayamos sido capaces de detectar otra patologia responsable, nos ha llevado a
pensar que en estos casos la PRL libre bioactiva estaria mas elevada. Gibney y cols en su
revision que incluia 310 pacientes aprecié una gran variabilidad entre los estudios
incluidos respecto al porcentaje de pacientes macroprolactinémicas sintomaticas que iba
desde el 0y el 45% para la galactorrea, de un 6-40% subfertilidad y del 15 al 80%
oligomenorrea o amenorrea (78). Nuestros resultados no difieren de los anteriormente
sefialados para la galactorrea (15,15%) vy la oligo/amenorrea (30%). Sin embargo nuestra
tasa de esterilidad es superior (48,4%) hecho condicionado por las caracteristicas de
nuestra poblacién. Sin embargo, no hay pruebas convincentes de que estos sintomas sean
causados por la macroPRL. Dado que la medicién de la PRL se lleva a cabo cuando existe

sintomatologia atribuible a la hiperprolactinemia, y estos sintomas no son especificos, no
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es sorprendente que tales sintomas y macroPRLemia ocasionalmente coincidan, como se
ha demostrado en pacientes con hiperprolactinemias asociadas al embarazo (2,7%), a
tratamientos farmacolégicos (4,8%), prolactinomas (2,7%), lupus eritematoso sistémico

(5%) y en la poblacién sana (1,1%) (69,81,116,117).

La prevalencia de alteraciones en los hallazgos de la RMN ha sido claramente inferior en
las pacientes con macroprolactinemia en relacién a las pacientes con hiperprolactinemias
monoméricas. De hecho, en poblacion general, cuando se ha llevado a cabo una
exploracién radioldgica por otras causas distintas a la hiperprolactinemia, en un 10-20%
de los casos se ha constatado la presencia de un adenoma hipofisario (85). Datos
similares se han apreciado en autopsias de cadaveres (118). De ello deducimos que la
coincidencia de adenoma hipofisario y macroprolactinemia es casual y no causal ya que
ademas no existen evidencias de que los prolactinomas sean capaces de producir

complejos de macroPRL.

Aunque hoy sabemos que la macroprolactinemia tiene su origen en la existencia de
autoanticuerpos anti-PRL, su relacion con la autoinmunidad es controvertida. Nuestros
datos, en los que se apreciaron diferencias significativas de patologia autoinmune a favor
del grupo de macroprolactinemias esta en consonancia con otros estudios que
muestrasn una incidéncia superior de trastornos tiroideos autoinmunes, tales como la
enfermedad de Graves y la tiroiditis de Hashimoto o el LES. (38,75-77). Sin embargo,
otros estudios que examinan un gran numero de pacientes no revelaron ninguna

asociacién especifica entre macroprolactinemia y trastornos autoinmunes (29).

Para finalizar, queremos destacar que un 60,6% de nuestras pacientes con
macroprolactinemia habian sido tratadas con agonistes dopaminérgicos, tasas
ligeramente inferiores a las publicadas por otros autores que estan entre el 76.5 to 86.7%
(82). Ello es justificable en base al alto porcentaje de pacientes con macroprolactinemia
gue presentan clinica associada (39,9%). No obstante, el diagndstico diferencial entre
pacientes sintomaticas y tratadas (aproximadamente del 20%) indica que habia un
porcentaje de nuestra poblacién que lo estaba injustificadamente. Sabemos que la
macroprolactinemia es una anomalia benigna que en los casos asintomaticos no requiere

un abordaje especifico tanto diagndstico como terapeutico.
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7.2. DISCUSION DEL ESTUDIO DINAMICO

La PRL esta producida por las celulas galactotropas y liberada de la hipdfisis en diferentes
formas o complejos, siendo las estructuras monoméricas las mas frecuentes. Esta
produccién esta tdnicamente inhibida por la dopamina de origen hipotaldmico, por lo que
una supresion del tono dopaminergico permite a la hipdfisis liberarse de su freno

fisioldgico y desarrollar su maxima capacidad de produccién y liberacién de PRL.

Esto ha quedado demostrado en el estudio tras la administracion de metoclopramida,
qgue al bloquear la unidon de la dopamina a su receptor D2 hipofisario, condujo a un

aumento de las concentraciones de PRL en todos los grupos estudiados.

No obstante, el perfil de respuesta hipofisario tras la administracion del antagonista
dopaminérgico se ha mostrado cuantitativa y cualitativamente diferente para cada uno
de los grupos, siendo mayor el incremento de PRL total en las mujeres con
macroprolactinemia, intermedio en el grupo control y menor en los casos de hiperPRL
monomeérica. De ello se podria deducir que el nimero o la actividad de las células

lactotropas bajo control dopaminergico enddgeno varia entre estos tres grupos.

Sin embargo, cuando analizamos los cambios en las concentraciones de la PRL post-PEG
se aprecia como la respuesta hipofisaria en las mujeres con macroprolactinemia es
superponible a la del grupo control y superior a las pacientes con hiperPRL con
predominio de formas monoméricas. Las diferencias en la PRL total entre las hiperPRL
monomeéricas y los dos otros grupos, se produce a fundamentalmente a expensas de la
macroPRL. Esto no es un fendmeno inmediato, y el desplazamiento las curvas, sélo es
apreciable a partir de los 10’. Esto se explicaria por el hecho de que hay evidencias de que
la PRL incorporada a los macrocomplejos tiene un aclaramiento plasmatico menor
(89,90) y en consecuencia una vida media mas larga. La PRL monomérica se iria
incorporando progresivamente a los macrocomplejos, que al ser metabolizados mas

lentamente, se irian acumulando en el torrente vascular.
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De todo ello se puede deducir que la macroPRL constituye un fendmeno extrahipofisario

y no el resultado de cambios en el perfil hipofisario de produccion de PRL.

Bjoro (102) en un experiencia similar aprecid que inicialmente la mayor parte de la PRL
producida era de bajo peso molecular, sin incrementos iniciales de las formas de 150 a
170 Kd, que sélo se apreciaba a las 2-3 horas. El gran tamafio de los macrocomplejos de
PRL, limitaria su acceso al compartimento extravascular, sin poder acceder por lo tanto al
hipotalamo, no existiendo en estos casos un hipertono dopaminérgico central (13). Esta
ausencia de hipertono central también ha sido probada de forma indirecta por Pinto y
cols tras obtener una respuesta normal de la TSH a la administracion de domperidona
(119). Por lo tanto, el funcionamiento del eje hipotdlamo-hipdfisario de una mujer con
macroprolactinemia no diferiria del de las mujeres normoprolactinemicas, hecho que
ademas justifica que estas pacientes cursen con poca sintomatologia secundaria a

hiperPRL.

Otro aspecto destacable de nuestros resultados es la baja respuesta obtenida tras la
desinhibicion con metocropramida en las mujeres con hiperPRL monomérica. Este
resultado podria explicarse por la existencia de un menor nimero de células hipofisarias
lactotropas normales bajo control dopaminérgico o por un cierto grado de insensibilidad
de la célula lactotropa, debida a una disminucién del niumero de receptores D2 o de su
afinidad a la dopamina. Otra posibilidad es que las células lactotropas sometidas durante
un largo periodo de inhibicién, se muestren hipoactivas a corto plazo y requieran un

periodo de impregnacion mas o menos prolongado.

Existen varias limitaciones que podrian condicionar la interpretacion de los resultados.

En primer lugar, el tamafio muestral podria haber sido insuficiente para que algunos

pardmetros analizados, mostraran diferencias estadisticamente significativas.

En segundo lugar, el método escogido para la determinacion de la macroPRL presenta
algunas limitaciones como lo demuestra que hayamos apreciado porcentajes de
recuperacién superiores al 100% tras la precipitacion, sinénimo de interferencia con otros
ensayos. En este sentido se ha demostrado que la precipitacion mediante polietilenglicol

es una técnica simple, de bajo costo, accesible, rdpida y reproducible para el cribado de
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estas pacientes, y ademas, estudios comparativos muestran un alto grado de correlacién

con los datos obtenidos mediante cromatografia tras filtracion en gel.

Por ultimo, no existe un consenso unanime de cual deberia ser el punto de corte éptimo
que permita diferenciar claramente la hiperPRLs monoméricas de las
macroprolactinemias, con valores que fluctian del 30 a 60% de la PRL en forma de
macrocomplejos. Por ello, aunque hemos optado por el 60%, ha sido con el objetivo de
maximizar las diferencias entre las pacientes con macroprolactinemia y las hiperPRLs
monoméricas. Sin embargo, ello no excluye que pacientes con porcentajes de
recuperacién superiores presenten un comportamiento similar. De hecho, nuestros
propios datos confirman una variabilidad intraindividual de hasta un 20%, que

condicionan la correcta catalogacion de cada caso.
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8.1.

CONCLUSIONES ESTUDIO OBSERVACIONAL
En una cuarta parte de nuestras pacientes hiperprolactinemicas, esta es atribuible

a la presencia de macrocomplejos de PRL.

Las pacientes con macroprolactinemia presentan una frecuencia de
sintomatologia asociada similar a las pacientes con hiperprolactinemia

monomérica.

Las alteraciones menstruales en estas pacientes son de una intensidad menor.

Las pacientes sintomaticas con macroPRL no tienen valores de PRL postPEG

superiores a las asintomaticas.

Las pacientes con hiperprolactinemia monomérica presenta una frecuencia mas

alta de patologia tumoral hipofisaria.

Las pacientes con macroprolactinemia presentan una mayor probabilidad de

patologia autoinmune.

. CONCLUSIONES ESTUDIO DINAMICO

Tanto la PRL total como la postPEG aumentan significativamente tras la

administracion de metoclopramida en todos los grupos estudiados.

La respuesta de la PRL total y la postPEG fueron similares en los grupos de

hiperprolactinemia monomérica y control y diferente en las macroprolactinemias.

El AUC vy la Cmax de la PRL total y postPEG en el grupo de macroprolactinemias fue
superior a las hiperprolactinemias monoméricas, sin diferencias con el grupo

control.

El porcentaje de recuperaciéon de PRL fue diferente entre los tres grupos

estudiados.
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