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BIOCHEMICAL DIAGNOSIS OF
PROLACTIN SECRETION EXCESS

Prolactin (PRL) acts mainly on the
mammary gland, initiating and
maintaining lactation. Excess PRL secretion
occurs in both men and women and
manifests clinically with sexual or
reproductive dysfunction or galactorrhea.
When hyperprolactinemia is detected, the
main aim is to establish or rule out the
presence of a PRL-secreting pituitary
adenoma.

In general, hormone secretion levels can
be evaluated using baseline PRL
determinations without the need for
stimulation or suppression tests to
establish or confirm the biochemical
diagnosis. The conditions under which the
blood sample is extracted must be strictly
controlled for correct interpretation of the
results.

In healthy individuals, PRL circulates in
blood in three molecular forms, one of
which is an antigen-antibody complex
composed of PRL and an IgG
immunoglobulin called macroprolactin.
Although the biological activity and
bioavailablity of macroprolactin is more
limited than those of the monomeric form,
this complex is immunoreactive and
produces PRL levels that are above the
reference range in 10-15% of individuals
with hyperprolactinemia. To detect
macroprolactin, a method based on
polyethylene glycol precipitation is
generally used.

Key words: Prolactin. Prolactinoma. Macroprolac-
tin. Laboratory methods. Polyethylene glycol.
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La prolactina actua principalmente en la gldandula mamaria iniciando y
manteniendo la lactacion. El exceso de secrecion de prolactina se
presenta tanto en varones como en mujeres y se manifiesta clinicamente
por disfunciones sexuales o reproductivas o galactorrea. En los casos en
que se detecta hiperprolactinemia, el principal objetivo es demostrar o
descartar la presencia de un adenoma hipofisario secretor de prolactina.
Para valorar la normalidad de la secrecion de la hormona son suficientes,
en general, las determinaciones basales de prolactina y no se requiere de
pruebas de estimulacion o frenacién para establecer o confirmar el
diagndstico bioquimico. Es preciso controlar estrictamente las
condiciones de extraccion de la muestra para poder valorar
correctamente los resultados.

En individuos sanos, la prolactina circula en la sangre en tres formas
moleculares; una de ellas es un complejo antigeno-anticuerpo formado
por la prolactina y una inmunoglobulina de la clase IgG, denominado
macroprolactina, que, aunque tiene una actividad bioldgica limitada y
menor biodisponibilidad que la forma monomérica, es inmunorreactiva y
produce resultados de prolactina por encima del intervalo de referencia
en el 10-15% de los casos de hiperprolactinemia. Para detectar la
macroprolactina se utiliza, generalmente, un método basado en la
precipitacion de las proteinas con polietilenglicol.

Palabras clave: Prolactina. Prolactinoma. Macroprolactina. Métodos analiticos. Polie-
tilenglicol.

INTRODUCCION

La prolactina (PRL) es un péptido de una sola cadena de 199
aminodcidos que contiene 3 puentes disulfuro. El gen que lo codi-
fica se localiza en el cromosoma 6 y parece que se originé a partir
de un ancestro comtn del que provienen también otros genes de
proteinas relativamente homoélogas, como la hormona de creci-
miento (GH), con la que presenta una analogia estructural del
16%, o el lactégeno placentario.

La sintesis de PRL estd regulada principalmente por el hipotdla-
mo, bien por un proceso de inhibicién mediado por la dopamina,
bien por mecanismos de estimulacion de la secrecion ejercidos ba-
sicamente por la tiroliberina (TRH). La oxitocina, la calcitonina, la
proteina hipofisaria activadora de la adenilatociclasa u otras molé-
culas como la endotelina 1 o el factor de transformacién del creci-
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miento B1 actdan también aumentando la liberacién de
PRL, mientras que otros péptidos, como el péptido in-
testinal vasoactivo, el factor de crecimiento epidérmico
o el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF),
tienen un efecto inhibitorio. Asimismo, los estrogenos
aumentan la secrecion y activan la expresion del gen'.

La PRL actia principalmente en la glandula mama-
ria iniciando y manteniendo la lactacién y ejerce su
accidn bioldgica a través de un receptor de membrana
que pertenece a la familia de los receptores de citoci-
nas no ligados a proteinas G? que estd formado por un
dominio extracelular, un dominio transmembrana hi-
dréfugo y un dominio intracelular homoélogo al del re-
ceptor de GH.

El exceso de secrecién de PRL se presenta tanto en
varones como en mujeres y se manifiesta clinicamente
por disfunciones sexuales o reproductivas y galactorrea.
La hipersecrecion de PRL llega a producir un estado de
hipogonadismo hipogonadotropo al suprimir la pulsati-
lidad de la secrecion de gonadoliberina (GnRH) en el
hipotdlamo y de gonadotropinas, folitropina (FSH) y
lutropina (LH) en la hip6fisis, con la consiguiente dis-
minucién de las concentraciones en sangre de progeste-
rona y estradiol en la mujer y testosterona en el varén®.

METODOS DE ANALISIS DE PROLACTINA

Usualmente la PRL se determina en la mayoria de los
laboratorios clinicos mediante técnicas inmunométri-
cas. Los métodos que se utilizan son, por su fiabilidad
analitica (imprecision, inexactitud, sensibilidad, etc.),
suficientemente consistentes y no presentan problemas
técnicos para la determinacién de la hormona. No obs-
tante, los valores de referencia varian en relacion con el
método analitico que se utilice en el laboratorio, y esto
puede dar lugar a errores en la interpretacién o en la
transferencia de resultados entre laboratorios.

Condiciones preanaliticas

Las condiciones en las que se encuentra el paciente,
previamente y durante la extraccién de la muestra, son
de extraordinaria importancia a la hora de valorar los
resultados de PRL. Diversos factores pueden alterar el
resultado analitico y serd preciso descartarlos antes de
realizar o proseguir con el diagndstico de un posible
adenoma secretor de PRL. Para interpretar correcta-
mente los resultados emitidos por el laboratorio, es ne-
cesaria una estrecha colaboracién entre el clinico y el
bioquimico. Es preciso tener en cuenta varios aspectos:

Variacion nictameral y secrecion pulsatil

La extraccion basal se ha de realizar al menos 2 h
después de que el paciente se haya despertado, ya que
durante el suefio aumenta la secrecién de la hormona.

La secrecion es de tipo circadiano, las concentracio-
nes mas altas se alcanzan durante el suefio entre las
2.00 y las 7.00, se produce de forma episddica y exhi-
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be una gran pulsatilidad, con alrededor de 14 picos al
dia. Una extraccién basal tnica podria coincidir con
uno de esos valores maximos y podria dificultar la va-
loracién de los resultados; para evitarlo, en casos de
dificil interpretacién, se puede realizar 3 extracciones,
en intervalos de 20 min, y medir la concentracién de
PRL en pool o por separado en las 3 muestras.

Ingesta previa, sobre todo de proteinas y grasas

Para una correcta extracciéon de la muestra, el pa-
ciente ha de estar en ayunas al menos durante las 12 h
previas, ya que la ingestion, sobre todo de proteinas,
aumenta la concentracién de PRL.

Estrés

Se ha demostrado, en pacientes sometidos a cirugia
con anestesia general, que las concentraciones de PRL
se elevan notablemente durante la intervencién y per-
manecen elevadas hasta 24 h después*. Una extraccion
dificultosa o las reacciones vagales que pueden produ-
cirse tras la venopuncion pueden falsear los resulta-
dos; si tales circunstancias se produjeran, es necesario
proceder a una nueva extraccion con via intravenosa,
30 min después de haberla colocado.

TABLA 1. Causas de aumento de la concentracion
de prolactina en sangre

Fisiologicas
Embarazo
Lactancia
Sueio
Estrés
Ejercicio fisico
Coito
Patoldgicas
Lesiones del tallo hipotdlamo-hipofisario
Tumores
Irradiacion
Traumatismos
Hipofisarias
Prolactinoma
Macroadenoma (compresion)
Acromegalia
Cirugia
Traumatismos
Idiopatica
Insuficiencia renal crénica
Cirrosis
Hipotiroidismo primario
Sindrome del ovario poliquistico
Lesiones de la pared toracica. Traumatismos, infecciones, etc.
Macroprolactinemia
Farmacoldgicas
Agonistas colinérgicos
Anestésicos
Anticonceptivos orales
Anticonvulsivos
Antidepresivos
Antidopaminérgicos
Antihipertensivos
Antihistaminicos H,
Estrégenos
Neuropéptidos
Neurolépticos
Opidceos y sus antagonistas




Estimulacion mamaria

Se han descrito aumentos moderados de la concen-
tracion sérica de PRL en mujeres sometidas a estimu-
lacién mamaria mediante bomba. Es preciso descartar,
en casos de dudosa interpretacion, la estimulacion ma-
maria previa a la extraccion.

Ingesta de farmacos

Es conveniente realizar una historia clinica precisa
para descartar la ingesta de los farmacos que se men-
cionan en la tabla 1, que pueden causar el aumento de
la concentracion plasmadtica de PRL.

Unidades para la expresion de los resultados
utilizadas por el laboratorio y estandar utilizado
en la calibracion

Las unidades que se utilizan para la expresion de los
resultados pueden ser distintas de un laboratorio a
otro, y esto puede tener repercusiones cuando un pa-
ciente es atendido en diferentes centros sanitarios, por
la discrepancia de los valores numéricos. Ademads,
cuando se pretende intercambiar resultados entre labo-
ratorios que utilizan unidades distintas, hay que tener
en cuenta que el factor de conversion varia con rela-
cion al estandar que se utilice para la calibracion. Por
ejemplo, para transformar los valores obtenidos en
ng/mL a mU/L, si los calibradores utilizados estan es-
tandarizados con el tercer estdndar internacional
84/500 de la OMS, que es el que se emplea mas fre-
cuentemente, el factor de conversién es 21,20; pero
este factor cambia cuando se utilizan calibradores es-
tandarizados con otros materiales de referencia®®. Es
indispensable, en definitiva, solicitar al laboratorio
este factor de conversidon cuando se precise transfor-
mar resultados en funcién de las unidades de medida.

Lesiones de la pared tordcica

Por ultimo, se ha de descartar las infecciones o los
traumatismos de la pared toricica porque pueden pro-
ducir resultados falsos e inducir a errores.

Estabilidad de la muestra

Para la determinacion analitica se aconseja utilizar
suero, aunque se puede utilizar también muestras de
plasma (heparina, dcido edético, etc.). En sangre reco-
gida en tubos sin anticoagulante, es estable durante 2
dias. Después de la centrifugacion de la sangre, el sue-
ro se debe procesar antes de 24 h si se conserva a 20-
25 °C, antes de 3 dias conservado entre 4 y 8 °C y an-
tes de 1 afio si se guarda a —20 °C’.

HIPERPROLACTINEMIA

La elevacion de la concentracion plasmatica de PRL
puede deberse a mdltiples causas (tabla 1); no obstan-
te, en los casos en que se detecta hiperprolactinemia,
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el principal objetivo es demostrar o descartar un ade-
noma hipofisario secretor de PRL. Para valorar la nor-
malidad de la secrecion de la hormona son suficientes,
en general, las determinaciones basales de PRL y no
se requiere de pruebas de estimulacién o frenacion
para establecer o confirmar el diagndstico bioquimico.

Prolactinoma

Los adenomas secretores de PRL, prolactinomas,
son los tumores hipofisarios que se observan con ma-
yor frecuencia, con wuna incidencia anual de
6:100.000, sin tener en cuenta los microadenomas que
se descubren en un 23-27% de las autopsias indicadas
en patologias no relacionadas con el exceso de secre-
ciéon de PRL. Se clasifican en microprolactinomas
cuando tienen un didmetro inferior a 10 mm y macro-
prolactinomas cuando son mayores de 10 mm.

El tamano del tumor se correlaciona positivamente
con las concentraciones plasmaticas de PRL, de modo
que los valores basales por encima de 200 ng/mL indi-
can, aunque no son concluyentes, un tumor hipofisario
secretor de PRLE. En este tipo de tumores, puede lle-
gar a producirse, cuando se utilizan métodos no com-
petitivos, el llamado efecto prozona (efecto “gancho”
o efecto “hook”) que origina, en sueros con elevadisi-
mas concentraciones de PRL, resultados falsamente
bajos. En estos casos es necesario repetir la determi-
nacién después de la dilucién de la muestra®. Asimis-
mo, en pacientes en los que se ha detectado un macro-
adenoma, el hallazgo de concentraciones plasmaticas
por debajo de 200 ng/mL indica que el tumor, con
mucha probabilidad, no es productor de PRL.

Cuando en pacientes en quienes clinicamente se
sospecha un prolactinoma se encuentran valores de
PRL por encima del intervalo de referencia, una vez
descartadas todas las posibles causas de hiperprolacti-
nemia no debida a tumor hipofisario, el diagndstico se
confirma mediante pruebas de imagen, resonancia
magnética o tomografia. El tratamiento de los prolac-
tinomas se realiza de forma escalonada con farmacos
agonistas dopaminérgicos, cirugia y radioterapia y/o
estrégenos.

Macroprolactinemia

En individuos sanos, la prolactina circula en la san-
gre en tres formas moleculares: un 85-95%, en la for-
ma monomérica de una masa molecular de 23 kDa; un
10-15%, en otra forma de 50 kDa denominada big-
PRL; por ultimo, se encuentra en pequefias cantidades
un complejo antigeno-anticuerpo de aproximadamente
150 kDa formado por la prolactina y una inmunoglo-
bulina de la clase IgG, denominado big-big-PRL o
macroprolactina.

Cuando el suero de un paciente con hiperprolactine-
mia contiene mayoritariamente la forma big-big-PRL,
se reconoce con el término de macroprolactinemia'®.
Esta forma molecular, aunque tiene una actividad bio-
l6gica limitada y menor biodisponibilidad que la forma
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monomérica''?, es inmunorreactiva y produce resulta-

dos de PRL por encima del intervalo de referencia.

La macroprolactinemia puede ser la causa de la ele-
vacion de la concentracion de PRL en un 10-15% de
los casos de hiperprolactinemia, con series que alcan-
zan hasta el 40%; para detectarla y evitar errores en la
interpretacion de resultados, se ha recomendado reali-
zar un cribado de todos los sueros que presentan hi-
perprolactinemial'.

Estudio de la macroprolactinemia

El método de referencia para el estudio de la macro-
polactina es la cromatografia de filtraciéon en gel. No
obstante, es un método que, por su coste, tiempo de rea-
lizacién y practicabilidad, no es asequible para la ma-
yoria de los laboratorios clinicos y, en consecuencia, se
han descrito otros métodos de deteccion: inmunopreci-
pitacion, ultrafiltracién y precipitacién con polietilen-
glicol 6000 (PEG). Este ultimo es el que mas se utiliza
y es un procedimiento relativamente sencillo, basado en
el calculo del porcentaje de recuperacion de los valores
de PRL en suero después del tratamiento de la muestra
con polietilenglicol para conseguir la precipitacién de
la macroprolactina. Este método ha sido validado res-
pecto a la cromatografia'*!® y consiste en mezclar ade-
cuadamente, a partes iguales, una solucién de PEG al
25% con suero del paciente. Después de la centrifuga-
cidn, se mide la concentraciéon de PRL en el sobrena-
dante y este resultado se corrige por el factor de dilu-
cion. Se calcula, finalmente, el porcentaje de
recuperacion del resultado obtenido en el sobrenadante
respecto al resultado obtenido en el suero antes del tra-
tamiento con PEG y se informa en porcentaje.

La interpretacién de los resultados esta sujeta a con-
troversias. Se propuso, utilizando un método inmuno-
fluorimétrico, que los valores inferiores al 30% indica-
rian macroprolactinemia y los superiores al 65%, que
no hay macroprolactinemia, mientras que entre el 30 y
el 65% no serian concluyentes y se deberia estudiar el
suero mediante cromatografia de filtracién en gel',
pero en otros trabajos, utilizando el mismo método, se
postula estrechar este margen, ya que se ha encontrado
que recuperaciones < 40% serian indicativas y > 50%,
no indicativas de macroprolactinemia'>!’, e incluso se
ha sefialado que con valores de corte del 50% se puede
obtener resultados aceptables'®.

Recientemente se ha propuesto una definicién mads
rigurosa'® basada en que los valores de PRL monomé-
rica encontrados en el sobrenadante después de la pre-
cipitaciéon con PEG de la macroprolactina, deberian
ser contrastados con el intervalo de referencia especi-
fico obtenido procesando sueros normoprolactinémi-
cos tratados con PEG de forma similar.

Variabilidad técnica

Existe una gran variabilidad de los resultados de PRL
en los sueros que contienen macroprolactina en relacién
con el inmunoandlisis que se utilice para la determina-
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cién y se encuentra, en los mismos sueros procesados
por diferentes métodos, resultados de PRL “total” de 2,3
a 7,8 veces mas altos que el valor de la PRL monono-
mérica de esos sueros, y se puede establecer una estrati-
ficacién de los métodos segtin su reactividad, alta, me-
dia o baja, a la macroprolactina'®. En ese mismo estudio
se indica, ademas, que la interferencia que produce el
PEG en algunos de los inmunoandlisis que se utilizan
habitualmente podria limitar su aplicacién generalizada
y, en consecuencia, las condiciones de utilizaciéon de
este procedimiento deben ser controladas y estandariza-
das adecuadamente para cada método analitico.

Pruebas de imagen

La prevalencia de alteraciones en las pruebas de
imagen, resonancia magnética o tomografia, a las que
se han sometido los pacientes con macroprolactine-
mia, no muestra diferencias con respecto a la pobla-
cién general, lo que indica que la incidencia de adeno-
mas es también similar en ambas poblaciones'.
Ademads, también se ha comprobado® que sélo el 21%
de los pacientes con macroprolactinemia presentan al-
teraciones en las pruebas de imagen, frente a un 75%
de los pacientes con hiperprolactinemia no debida a
macroprolactina. Estos hallazgos indican que los estu-
dios con pruebas de imagen de los pacientes con ma-
croprolactinemia no aportan mas informacién, son ca-
ros y exponen al paciente a irradiacidn; por lo tanto,
es aconsejable individualizar cada caso y no realizar-
los sistemdticamente.

Significacion clinica

En diversos trabajos se ha demostrado que la activi-
dad bioldgica de la macroprolatina es escasa posible-
mente como consecuencia de su elevada masa molecu-
lar, que le impide atravesar el endotelio capilar''-'2. Del
mismo modo, esta baja actividad viene avalada también
por el hallazgo en pacientes con macroprolactinemia de
concentraciones de estradiol (E2) y LH significativa-
mente mds altas que en los pacientes con hiperprolacti-
nemia por otras causas'?, lo que demuestra la escasa ac-
cién de la macroprolactina sobre la hipdfisis. Por otra
parte, las proporciones de macroprolactina permanecen
invariables durante largos periodos de tiempo tanto en
pacientes tratados como en pacientes no tratados con
agonistas dopaminérgicos*' y la supresién de la hiper-
prolactinemia con estos farmacos tiene escaso efecto en
las disfunciones menstruales de las pacientes con ma-
croprolactinemia, en contraposicion a la mejoria que se
observa en el grupo de pacientes con elevacién de la
PRL monomérica®’. Todos estos datos parecen demos-
trar que los pacientes en quienes se ha encontrado aso-
ciaciéon de macroprolactinemia con signos y sintomas
propios del exceso de secrecion de PRL!® podrian pre-
sentar coincidentemente macroprolactinemia y otra
causa de hiperprolactinemia. No obstante, el verdadero
significado clinico de la macroprolactinemia esta toda-
via por demostrarse. Serfan necesarios mds estudios



prospectivos a largo plazo, con un nimero suficiente de
casos, en los que se investigue los efectos del tratamien-
to en los signos y sintomas clinicos que se presentan y
la aparicion de adenomas en estos pacientes?'.

Otras causas de hiperprolactinemia

Ante un cuadro de aumento se secrecion de PRL es
necesario descartar, aparte de la administracion de fér-
macos, enfermedades sin lesion del eje hipotalamohi-
pofisario que pueden producir hiperprolactinemia; se
debe investigar estas afecciones para descartar un pro-
lactinoma?.

1. Hipotiroidismo primario. Se ha descrito que un
20% de estos pacientes presentan elevaciéon de PRL
presumiblemente a causa del aumento de la secrecion
de TRH.

2. Insuficiencia renal crénica. Se encuentran eleva-
das concentraciones plasmaticas de PRL en pacientes
que presentan insuficiencia renal crénica o estdn en
dialisis y se ha propuesto que se deberia a la disminu-
cidn de la velocidad de filtracion glomerular.

3. Sindrome del ovario poliquistico. Se encuentra un
aumento leve de la secreciéon de PRL en un 30% de
los casos, aunque no se ha establecido una relacion de
causa y efecto entre ambas afecciones.

4. Insuficiencia hepdtica. Por disminucion del acla-
ramiento hepatico de la molécula.

5. Traumatismos o irradiacion craneales.
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