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B. Biagetti, R. Ferrer Costa, R. Alfayate Guerra et al.

Una interpretacion incorrecta de la concentracion de la prolactina sin contextualizar los resul-
Gran prolactina; tados analiticos con la historia clinica, farmacoldgica y gineco/uroldgica de los pacientes lleva
Polietilenglicol a diagnésticos erroneos y, por lo tanto, a estudios y tratamientos mal fundamentados.

La macroprolactinemia, definida como la hiperprolactinemia debida al exceso de macro-
prolactina (isoforma de mayor peso molecular que la prolactina pero con menor actividad
bioldgica), es una de las causas principales de estos diagndsticos erroneos, con el consecuente
mal manejo del paciente, cuando no se reconoce.

No hay un acuerdo unanime en relacion a cuando hay que realizar el cribado de macroprolac-
tina en los pacientes con hiperprolactinemia. En algunos centros el estudio de macroprolactina
mediante la precipitacion con polietilenglicol (PEG) se realiza de forma rutinaria en todos los
pacientes con hiperprolactinemia, mientras que en otros se realiza un enfoque basado en la
clinica. Asimismo, no existe un consenso en la forma de expresar los resultados de la concen-
tracion de la prolactina/macroprolactina post PEG, lo que en algunos casos puede derivar en
una interpretacion erronea de los resultados.

Los objetivos de este documento son:

1. Establecer la estrategia de cribado de macroprolactina mediante precipitacion del suero
con PEG en pacientes con hiperprolactinemia: cribado universal vs estrategia guiada en funcion
de la alerta originada por el clinico en base a la ausencia o presencia de sintomatologia clinica
o por el laboratorio ante la presencia de hiperprolactinemia.

2. Crear un documento de consenso que estandarice el informe de los resultados de la prolac-
tina tras su precipitacion con PEG para reducir errores en la interpretacion de los resultados,
siguiendo los estandares internacionales.
© 2021 SEEN y SED. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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Abstract Prolactin measurement is very common in standard clinical practice. It is indicated
not only in the study of pituitary adenomas, but also when there are problems with fertility,
decreased libido, or menstrual disorders, among other problems.

Inadequate interpretation of prolactin levels without contextualizing the laboratory results
with the clinical, pharmacological, and gynecological/urological history of patients leads to
erroneous diagnoses and, thus, to poorly based studies and treatments.

Macroprolactinemia, defined as hyperprolactinemia due to excess macroprolactin (an isoform
of a greater molecular weight than prolactin but with less biological activity), is one of the main
causes of such erroneous diagnoses, resulting in poor patient management when not recognized.

There is no unanimous agreement as to when macroprolactin screening is required in patients
with hyperprolactinemia. At some institutions, macroprolactin testing by polyethylene glycol
(PEG) precipitation is routinely performed in all patients with hyperprolactinemia, while others
use a clinically based approach. There is also no consensus on how to express the results
of prolactin/macroprolactin levels after PEG, which in some cases may lead to an erroneous
interpretation of the results.

The objectives of this study were:

1. To establish the strategy for macroprolactin screening by serum precipitation with PEG
in patients with hyperprolactinemia: universal screening versus a strategy guided by the alert
generated by the clinician based on the absence or presence of clinical symptoms or by the
laboratory when hyperprolactinemia is detected.

2. To create a consensus document that standardizes the reporting of prolactin results after
precipitation with PEG to minimize errors in the interpretation of the results, in line with
international standards.
© 2021 SEEN y SED. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion El gen de la prolactina codifica un polipéptido de 227 ami-

noacidos que, tras la traduccion y escision del péptido
La prolactina es una hormona polipeptidica sintetizada prin- ~ Sefial, da lugar al monomero de prolactina de 23kDa; es
cipalmente por las células lactotropas de la adenohipdfisis. lo que se conoce como prolactina monomerica bioactiva y
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Figura1 Formas circulantes de prolactina.

representa el 65-85% del total de prolactina circulante’.
Ademas, existen modificaciones postraduccionales (produ-
cidas por dimerizacién, polimerizacion, fosforilacion, glu-
cosilacién, sulfatacion, desamidacién y uniones covalentes)?
que generan isoformas de prolactina que pueden interferir
en la medida de la concentracion de la prolactina monomé-
rica. Destacamos tres isoformas por ser las mas relevantes en
este aspecto: la prolactina glucosilada (25 kDa), cuya union
facilita la agregacion en dimeros, la isoforma de prolac-
tina de 50-60kDa (20-25% de la prolactina sérica total)?,
que exhibe una bioactividad reducida y una reactividad
variable en los diferentes inmunoanalisis, y por Ultimo los
complejos de mayor peso molecular (150 kDa), formados por
glucosilacion, agregacion y uniones covalentes o no cova-
lentes entre si y a inmunoglobulinas (generalmente 1gG y
menos frecuentemente a IgA) y que conforman la denomi-
nada macroprolactina, que en la mayoria de los individuos
representa menos del 10% del total de la prolactina’?.

Asi pues, el patron habitual en las muestras de suero
consta de tres componentes principales de prolactina
(fig. 1): 1) monomérico (23 kDa); 2) dimeros o Big prolactina
(50-60kDa), formada por la agregacion de monémeros glu-
cosilados, y 3) macroprolactina (150 kDa), también conocida
como big-big prolactina. Esta distribucion de isoformas se
observa en la mayoria de los sujetos normoprolactinémicos
y también de los que presentan hiperprolactinemia por cau-
sas fisioldgicas, farmacoldgicas o patoldgicas. En sujetos con
concentraciones de prolactina dentro de los valores de refe-
rencia la prevalencia de macroprolactinemia es de alrededor
del 3,7%, pero esta proporciéon aumenta en pacientes con
hiperprolactinemia.

Medida de la concentracion de prolactina en
suero

Actualmente la concentracion de prolactina sérica se mide
con inmunoanalisis inmunométricos automatizados en los
que la molécula de prolactina reacciona con un anticuerpo
de captura que esta inmovilizado en una fase sélida y con un
anticuerpo marcado que se utiliza para la deteccion. Tras la
eliminacion del exceso de anticuerpo marcado que no ha for-
mado inmunocomplejos, la sefal generada es proporcional
a la concentracion de la prolactina presente en la mues-
tra (fig. 2). Estos métodos proporcionan resultados rapidos
y precisos para un amplio rango de concentracion y tienen
buena reproducibilidad.
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La mayoria de los métodos actuales estan referen-
ciados al tercer estandar internacional de la OMS (3°IS
84/500), preparacion compuesta exclusivamente por pro-
lactina monomérica humana. Sin embargo, a pesar de la
estandarizacion existe una falta de conmutabilidad entre
los valores producidos por los diferentes métodos, por lo
que cada uno debe tener sus propios rangos de referencia.

En la actualidad los inmunoanalisis han mejorado mucho
en cuanto a su especificidad, gracias fundamentalmente al
uso de anticuerpos monoclonales y a la adicion de agentes
bloqueantes que disminuyen la posibilidad de interferencia
por la presencia de anticuerpos heterofilos y otras molécu-
las. Todos los inmunoanalisis detectan la macroprolactina,
aunque de forma variable en funcion del grado de reac-
cion con los epitopos a los que se dirigen los anticuerpos
de captura o de deteccidn del método'.

Medida de macroprolactina

En algunos individuos, las formas de elevado peso molecu-
lar representan una proporcion muy alta de la prolactina
total circulante, situacion que se conoce como macroprolac-
tinemia o macroprolactina. Segln la poblacion de referencia
estudiada, la macroprolactina esta presente en el 4-40% de
los pacientes con hiperprolactinemia®®. En Espafa el por-
centaje segln los diferentes estudios oscila entre el 9 y el
31%°°. Estas disparidades pueden deberse a las diferencias
en los criterios utilizados en los distintos estudios en rela-
cion con el punto de corte del porcentaje de recuperacion
de prolactina establecido para el diagnéstico, el inmunoa-
nalisis utilizado (los anticuerpos de diferentes fabricantes
tienen diferentes reactividades cruzadas para la macropro-
lactina) o el intervalo de referencia establecido para la
concentracion de la prolactina tras su precipitacion con
polietilenglicol (PEG).

La cromatografia de filtracion en gel (CFG) es el método
de referencia para evaluar la presencia de macroprolac-
tina en la muestra, ya que permite la identificacion y
la confirmacion de las distintas formas moleculares de
la prolactina. Sin embargo, esta técnica es laboriosa y
de elevado coste cuando se compara con otros métodos
automatizados, por lo que no es adecuada como técnica
de rutina en los laboratorios clinicos. Como alternativa
existen varios procedimientos, algunos también complejos:
1)HPLC'?; 2)inmunoanalisis después de la eliminacion de
la macroprolactina por ultrafiltracion; 3)inmunoadsorcion
de especies de IgG con proteinaA, proteinaG o anti-lgG
humana, y 4) precipitacion con PEG"'",

La precipitacion con PEG es la técnica que mejor se corre-
laciona con la CFG''; ademas es sencilla, rapida, barata,
accesible y reproducible, y por ello es la mas utilizada y
recomendada en los laboratorios clinicos para el cribado
de la presencia de macroprolactina en pacientes con hiper-
prolactinemia. El PEG actlla como una «esponja» molecular
inerte que absorbe y deshidrata las proteinas reduciendo
su solubilidad y conduciendo a su precipitacion. Aplicado al
suero, el PEG es relativamente especifico para la precipita-
cion de inmunoglobulinas y complejos de inmunoglobulinas,
de ahi su efectividad en la precipitacion de la forma mas
comin de macroprolactina que contiene 1gG (fig. 3) Sin
embargo, este procedimiento tiene algunas limitaciones:
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Esquema que ilustra el principio del inmunoanalisis inmunométrico. Se usan dos anticuerpos especificos para diferentes

epitopos de la prolactina, es decir, un anticuerpo de captura, en este caso unido a una matriz de fase soélida, junto con un anticuerpo
de deteccion marcado. Durante la etapa de incubacion (a) los anticuerpos reactivos reaccionan con la prolactina en suero para formar
un sandwich. Después de un paso de lavado para eliminar el material no unido, el anticuerpo de deteccion, que ahora se ha unido
(b), genera una senal cuya magnitud esta directamente relacionada con la concentracion de prolactina sérica.

Figura 3  Representacion esquematica del efecto del trata-
miento con PEG sobre las principales formas de prolactina
sérica circulante. El circulo representa la macroprolactina, el
pentagono la prolactina dimérica y la estrella la prolactina
monomeérica.

1. El PEG también puede producir una precipitacion parcial
de la prolactina monomérica (20-25%) y, por lo tanto,
reducir su especificidad y producir una subestimacion o
mala interpretacion de la concentracion de prolactina
en casos con presencia simultanea de macroprolactina y
aumento de prolactina monomérica’.

2. Se ha demostrado que la presencia de PEG en la mues-
tra puede interferir en algunos inmunoanalisis utilizados
para medir prolactina, por lo que se recomienda que
cada laboratorio establezca los valores de referencia
especificos para su método, derivados del estudio de pre-
cipitacion de prolactina con PEG de sueros de individuos
sanos.

3. En casos raros donde los sueros contienen concentracio-
nes muy altas de gammaglobulina pueden darse falsos
positivos para la presencia de macroprolactina’?.

4. Se pueden producir falsos negativos en los sueros con
macroprolactina con IgA, ya que la precipitacion con PEG
de la IgA es parcial.

Sin embargo, y a pesar de todas estas limitaciones, la pre-
cipitacion de prolactina con PEG sigue siendo la técnica mas
utilizada para el cribado de la macroprolactina, reservando

la CFG como método de confirmacion cuando los resultados
obtenidos con la precipitacion con PEG sean discrepantes
con los datos clinicos.

Bioactividad de la macroprolactina

Los sintomas clasicos de la hiperprolactinemia, como galac-
torrea, infertilidad, descenso de la libido e irregularidad
menstrual, son la consecuencia de las concentraciones
suprafisiologicas de prolactina monomérica que suprimen
el eje gonadotropo. La actividad bioldgica de la macro-
prolactina in vivo es baja, debido probablemente a su
imposibilidad para unirse a los receptores de la prolactina,
ya que el elevado peso molecular del complejo formado
entre la forma monomérica y la IgG le impide atrave-
sar la membrana capilar'®>. Por lo tanto, la presencia de
hiperprolactinemia asintomatica y las discrepancias clinico-
bioquimicas son las que deben alertar al clinico de la posible
coexistencia de macroprolactina. Por otro lado, la existen-
cia de macroprolactina no permite excluir la presencia de
patologia hipofisaria, por lo que este hallazgo bioquimico no
excluye la exploracion radiologica cuando los datos clinicos
sean relevantes.

Estrategia para la evaluacion de la
hiperprolactinemia/macroprolactinemia

En la evaluacion de la hiperprolactinemia es de suma impor-
tancia tener en cuenta las condiciones de extraccion de la
muestra que se debe realizar en ayunas, 2-3h después de
despertarse y sin excesivo estrés en la venopuncion.

La Guia de practica clinica, diagndstico y tratamiento de
la hiperprolactinemia' establece que una medida Unica de
prolactina sérica elevada (sin excesivo estrés en la venopun-
cion) establece el diagnostico de la hiperprolactinemia. En
caso de aumentos de prolactina dudosos o discordantes con
la clinica se puede repetir la extraccion colocando un caté-
ter intravenoso y extrayendo la muestra basal y a los 20 min
para minimizar el efecto de la venopuncién'*'>,
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Tabla 1  Causas de hiperprolactinemia

Analitica
Macroprolactina
Fisioldgica
Embarazo
Estimulacion mamaria / lactancia
Estrés
Medicamentos
Antipsicoticos
Antieméticos
Antihipertensivos
Antagonistas de la dopamina
Estrogenos
Secundario
Insuficiencia renal o hepatica
Hipotiroidismo primario
Sindrome del ovario poliquistico
Hipofisis
Prolactinoma
Adenoma no funcional
Hipofisitis
Seccion de tallo
Hipotdlamo
Tumores
Enfermedad infiltrativa

Tras asegurar que la extraccion de la sangre se ha rea-
lizado en las condiciones adecuadas, proseguiremos con el
diagnostico diferencial basado en descartar primero las cau-
sas conocidas de hiperprolactinemia como son las fisioldgicas
(embarazo, lactancia, estrés, ejercicio. . .), las inducidas por
farmacos (principalmente antagonistas de los receptores de
dopamina, entre los que se incluyen algunos antipsicoticos
tipicos y antieméticos, entre otros) y las causas secunda-
rias, como la insuficiencia hepatorrenal, el hipotiroidismo
o los ovarios poliquisticos, tras lo cual ya centrariamos el
enfoque en la patologia hipotalamo-hipofisaria (tabla 1).

Sin embargo, tal como se ha comentado anteriormente,
la macroprolactinemia es una causa comun de hiperprolac-
tinemia y deberia tenerse en cuenta en el estudio de esta.

En este sentido, en la practica existirian los siguientes
enfoques:

1. Investigacion de macroprolactinemia guiada por el cli-
nico. Esto significa que es el clinico el que solicita el
estudio de macroprolactinemia en los casos de pacien-
tes con hiperprolactinemia pero sin traduccion clinica.
Este enfoque es el que recomiendan algunas guias inter-
nacionales y es bastante utilizado en Espana’'*'>. Este
abordaje tiene el problema de que depende de la peri-
cia del clinico y, por tanto, puede infradiagnosticar casos
de macroprolactinemia y llegar a un diagnéstico erréneo
que en no pocos casos resulte en investigaciones adi-
cionales innecesarias y tratamiento inapropiado de los
pacientes®¢.

2. Investigacién de macroprolactina guiada por el laborato-
rio. En este caso el laboratorio adquiere un papel activo,
y junto a los resultados de hiperprolactinemia emite una
alerta donde «se recomienda solicitar estudio de macro-
prolactina en los casos de disociacion clinica con los

resultados emitidos». Esta alerta tiene como objetivo
recordar la existencia de esta posible interferencia a los
clinicos que estén menos familiarizados con la patologia
derivada de los trastornos de la prolactina.

3. Estudio de macroprolactinemia universal. En este caso
se determinaria macroprolactina en todos los pacientes
en los que se detecte hiperprolactinemia. Esta estrate-
gia se sigue de forma rutinaria en algunos paises, como
Inglaterra e Irlanda, y en algunos laboratorios de nuestro
entorno. Tiene la ventaja de que evitaria los diagnosticos
erroneos y las pruebas y tratamientos innecesarios, pero
tiene en contra que aumenta el trabajo y los costes para
el laboratorio.

Estudio de la macroprolactina mediante la
precipitacion con PEG

Para el estudio de precipitacion de macroprolactina con
PEG se utiliza el siguiente protocolo: se mezcla un volumen
igual de suero y solucién de PEG 6000 al 25% (peso/volumen,
por ejemplo, disolviendo 25g de PEG6000 en 100ml de
NaCl0,9% o agua destilada, conservar a 4°C), se mezcla
durante 30s con un vortex y se centrifuga a 3.500 rpm
durante 30 min. Se mide la concentracion de prolactina en
el sobrenadante y se corrige para el factor de dilucion (1:2).
Se calcula el porcentaje de recuperacion usando la concen-
tracion de la prolactina inicial (PRL) y la concentracion de
PRL post-PEG segln la siguiente formula:

La concentracion de la PRL post-PEG (corregida por
el factor de dilucion) es la prolactina monomérica del
paciente.

Interpretacion clinica de la presencia de macroprolacti-
nemia. Informe de resultados y seguimiento.

Recuperacion (%) = (PRL post-PEG (multiplicada por el
factor de dilucién) / PRL inicial) x 100

La propia definicion de macroprolactinemia conlleva una
disparidad de conceptos. Algunos autores emplean el tér-
mino para indicar que la macroprolactina es la forma
predominante de prolactina inmunorreactiva en pacientes
hiperprolactinémicos, tal como describieron originalmente
Jackson et al."’. Otros autores utilizan el término para indi-
car que la macroprolactina es la molécula predominante,
independientemente de la existencia de hiperprolactine-
mia, incluso en sueros con prolactinas en rango normal'®. Es
importante sefalar que la presencia de una proporcion sus-
tancial de macroprolactina no excluye una concentracion
elevada coincidente de prolactina monomérica bioactiva,
lo que explicaria por qué en algunos casos en los que se
detecta macroprolactina encontramos sintomas activos'*.
Por esta razdn, la forma de presentar los resultados adquiere
especial relevancia.

A la hora de informar los resultados utilizando el método
de precipitacion de macroprolactina con PEG existen dos
enfoques para identificar a los pacientes que presentan
macroprolactinemia.

1. En base al porcentaje de recuperacion tras la precipi-
tacion con PEG. Se mide el porcentaje de prolactina
recuperada tras el tratamiento del suero con PEG con
respecto a la concentracion de prolactina obtenida en
el suero sin tratar. Como es método-dependiente, en
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funcion del método utilizado el punto de corte suele
estar entre el 40 y el 60%. Un porcentaje de recuperacion
bajo indica un predominio de moléculas de macroprolac-
tina y se informara como macroprolactina positiva. Un
porcentaje de recuperacion alto indicara un predominio
de moléculas de prolactina monomérica que se informara
como macroprolactina negativa'®.

2. Concentracion de prolactina monomérica. Se mide la
concentracion de prolactina tras la precipitacion con PEG
corregida por el factor de dilucion junto con los valo-
res de referencia correspondientes para cada método.
También es método dependiente. Existen en la literatura
valores de referencia de prolactina monomeérica para los
inmunoanalisis comerciales mas utilizados'”?'. Este tipo
de informe permite al clinico conocer si la prolactina
bioldgicamente activa del paciente (la prolactina mono-
mérica) esta elevada o es normal, por lo que disminuye
la posibilidad de clasificar erroneamente a los pacien-
tes con macroprolactina que tienen hiperprolactinemia
monomérica concomitante.

Respecto al seguimiento del paciente con macropro-
lactina, si bien no existe una directriz establecida y
consensuada, se han publicado algunos estudios que susten-
tan la estabilidad de esta condicion en el tiempo. El grupo
de Wallace et al.?? siguié durante 10 afios a 51 pacientes con
macroprolactinemia sin encontrar modificaciones clinicas o
analiticas durante el seguimiento. En el estudio de Hat-
tori et al.’® se realiz6 un cribado de macroprolactina a 654
trabajadores de su hospital. Detectaron presencia de macro-
prolactina en 27 sujetos, y durante los 4 anos de seguimiento
los valores de macroprolactina se mantuvieron estables.
Asimismo, ninguno de los restantes 627 sujetos desarrolld
macroprolactinemia en este periodo. Por lo tanto el control
seriado de macroprolactina no parece estar justificado.

Recomendaciones del grupo de trabajo

Se paso una encuesta al grupo de trabajo que fue contes-
tada por todos los coautores, estableciéndose las siguientes
recomendaciones:

e Investigar la presencia de macroprolactina solo en casos
de hiperprolactinemia.

e Respecto a cuando se ha de realizar el estudio de macro-
prolactina: el grupo de trabajo esta a favor del cribado
universal, aunque reconoce las limitaciones que pueden
dificultar su instauracion.

e La precipitacion con PEG es el método de cribado reco-
mendado para descartar la presencia de macroprolactina
en los laboratorios clinicos, reservando el método de CFG
para los casos discrepantes en los que se requiera confir-
macion.

¢ Informe de resultados: indicar en el informe del estudio
de precipitacion con PEG la presencia/ausencia de macro-
prolactina y la concentracion de prolactina monomérica
post-PEG junto con el intervalo de referencia (especificos
para método y sexo) para evitar errores de interpretacion
(Appendix A).

o El porcentaje de macroprolactina con respecto a la pro-
lactina total es un valor que se mantiene estable en el

tiempo y no requiere controles seriados. Por lo tanto, la
revaloracion de macroprolactina en un paciente determi-
nado (es decir, re-cuantificar la prolactina monomeérica
post-PEG) solo estaria indicada en el caso de clinica
compatible con hiperprolactinemia y aumento de las con-
centraciones de prolactina total respecto a los valores
previos.

Conclusion

El grupo de trabajo de Laboratorio de la SEEN y SEQC pone
en valor el debate multidisciplinar, aspirando a dar res-
puesta desde el laboratorio a las necesidades del clinico.
Este canal de comunicacion es una base solida para mejorar
las estrategias diagnosticas y de seguimiento de la patolo-
gia endocrinologica. Las recomendaciones consensuadas en
este documento son fiel reflejo de este trabajo conjunto.
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