Macroprolactinemia
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RESUMO

A dosagem de prolactina é teste de rotina em numerosas condi¢des da
pratica clinica, e o encontro de hiperprolactinemia pode desencadear
outros protocolos diagnoésticos mais complexos e custosos. A prolactina é
um hormdnio bastante heterogéneo e, do ponto de vista de peso mo-
lecular, existem trés formas principais em circulagdo: mondmero de
23kDa, dimero (big prolactin) de 45kDa e macroprolactina (big-big pro-
lactin) de peso molecular acima de 150kDa. Em condi¢gdes normais ou
em pacientes com hiperprolactinemia sintomatica, predomina em circu-
lagdo a forma monomérica. A macroprolactina é constituida, na maio-
ria dos casos, por uma associagao entre uma molécula de prolactina e
uma de IgG, o que leva a uma meia-vida mais longa e atividade biol6-
gica menor. O método mais empregado para a pesquisa da existéncia
de quantidades significativas de macroprolactina é o estudo de recu-
peracdo pos precipitacao do soro com polietilienoglicol (PEG), e a con-
firmacgéo, quando necessaria deve ser feita por cromatografia em colu-
na de gel filtragdo. A definicdo dos valores de corte deve ser feita para
cada método, desde que o reconhecimento das formas pode variar
entre métodos. A freqiéncia do encontro de predominio de macropro-
lactina em pacientes com hiperprolactinemia referida na literatura varia
de acordo com a casuistica publicada, mas deve estar na faixa de 25%.
A importancia do encontro do fendbmeno de predominio de formas mo-
leculares de alto peso molecular se prende ao fato de que estas formas
teriam menor atividade bioldégica, e estdo associadas a casos assin-
tomaticos, ou oligossintomaticos, e a encontro de estudos de imagem
normais. Desta maneira, em especial em pacientes cujo quadro clinico
nao seja caracteristico, a pesquisa de macroprolactinemia é fundamen-
tal. Em amostras positivas, estudos adicionais de imagem s6 devem ser
indicados em pacientes com quadro clinico suspeito de hiperprolactine-
mia patoldégica. (Arq Bras Endocrinol Metab 2002;46/1:45-50)
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ABSTRACT

Macroprolactinemia

Serum prolactin measurement is a routine test in several conditions in every
day clinical practice, and the finding of hyperprolactinemia can induce
complex and expensive imaging studies. Circulating prolactin is a hetero-
geneous hormone and, from a molecular weight point of view, there are
three main forms: the 23kDa monomer, the 45kDa dimer (big prolactin) and
the higher than 150kDa macroprolactin, or big-big prolactin. In normal con-
ditions, or in patients with symptomatic hyperprolactinemia, the monomer-
ic form is the predominant. Macroprolactin is constituted, in the majority of
cases, by an association of prolactin and IgG that leads to a longer half-life
and decreased biological activity. The most commonly employed method
to screen for the presence of significant quantities of macroprolactin is the
study of recovery after polyethylene glycol (PEG) precipitation, and the
confirmation, if necessary, includes gel filtration chromatography. The cut-
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off values must be defined for each method, since the
recognition of the different forms can vary between
methods. The frequency of the finding of a predomi-
nance of macroprolactin in a patient with hyperpro-
lactinemia varies in the literature, but is most common-
ly accepted to be around 25%. The importance of the
finding of the phenomenon of predominance of
macroprolactin is related to the fact that this molecu-
lar form of prolactin is supposed to have lower biologi-
cal activity, is associated to asymptomatic or
oligosymptomatic cases, and normal imaging studies.
Consequently, in special in patients with clinical symp-
toms not characteristic, the screening for macropro-
lactin is essential. In positive cases, additional imaging
studies should only be indicated in patients with clinical
symptoms suspect of being a consequence of a
pathological hyperprolactinemia. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2002;46/1:45-50)

Keywords: Circulating prolactin forms; Macropro-
lactin; Hyperprolactinemia; PEG precipitation

ADOSAGEM DE PROLACTINA SERICA € atualmente
um teste laboratorial amplamente disponivel. As
indicacdes da dosagem sdo cada vez mais amplas e
incluem alteragBes menstruais, amenorréia, infertili-
dade, e galactorréia em mulheres, além de problemas
relacionados a fertilidade e impoténcia no homem.
Adicionalmente, a dosagem de prolactina sérica é
fundamental no diagnéstico e seguimento de tu-
mores hipotalamo-hipofisarios. Mais do que isso, a
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dosagem passou a fazer parte da avaliagdo basal em
qualquer circunstancia clinica real, ou presuntiva,
relacionada a funcdo reprodutiva. A prolactina é um
hormdnio heterogéneo (1) e, no que se refere ao seu
tamanho molecular, encontra-se em circulacdo em
trés formas principais: mondémero, dimero, e formas
de alto peso molecular. A forma monomérica, pep-
tideo linear de 199 aminoacidos, tem peso molecular
em torno de 23kDa e é a forma que normalmente
predomina (> 90% das formas circulantes) no soro de
individuos normais e de pacientes com diagnostico
clinico e anatémico de prolactinoma. O dimero tem
peso molecular em torno de 45kDa, sendo também
conhecido como big prolactin; ja a forma de alto peso
molecular, de 150 a 170kDa (big-big prolactin), é
usualmente conhecida como macroprolactina (2).
Estas duas ultimas encontram-se em circulagdo em
praticamente todos os individuos, mas em concen-
tracBes pouco expressivas, em geral inferiores a 10%
da prolactina total circulante. A caracterizacdo das
trés formas é idealmente realizada através de estudos
de cromatografia em colunas de gel filtracdo, onde a
eluigdo se da em fung¢do do peso molecular (figura 1).
Além das formas com divergéncias significativas
quanto ao peso molecular, a prolactina apresenta
varias formas circulantes que apresentam pontos
isoelétricos diferentes, em especial devido a diferen-
cas de glicosilagéo (3).
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Figura 1. Perfil de eluicdo de prolactina obtido pela cromatografia em coluna de gel filtragcdo (Superdex 200, 1,6x30cm,
aligliotas de 1,2mL) de soro de paciente com hiperprolactinemia devida a microadenoma hipofisario. O pico | corresponde
a macroprolactina, o pico Il aos dimeros e o pico Il as formas monoméricas.
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Diversos trabalhos relatam o encontro de
pacientes com niveis elevados de prolactina sérica, que
no entanto sdo assintomaticos, ou pacientes onde 0s
sintomas clinicos a priori relacionados com a hiperpro-
lactinemia posteriormente se revelaram de outra
origem. Estes individuos tinham em comum o fato de
gue a forma predominante de prolactina circulante era
a macroprolactina (4-7). Tais observag6es, algumas de
vérias décadas, se sucedem na literatura, chamando a
atencdo para o fendmeno e tornando-o assunto que
passou a ser debatido na literatura internacional (8).
De fato, as estatisticas disponiveis, que colocam a fre-
guéncia do fenbmeno na faixa de 25% ou mais dos
casos de hiperprolactinemia, talvez consigam levar seu
estudo ao lugar de destaque que merece (9-12).

A Natureza do Fendbmeno

A estrutura da macroprolactina €, pelo menos na maioria
dos casos, relacionada a presenca em circulagdo de
imunoglobulinas que se ligam a prolactina (13-16). Em
alguns casos essas imunoglobulinas apresentam alta afini-
dade (14), mas na maioria a afinidade é baixa, e a com-
provacdo de que se trata de um complexo imunoglo-
bulina-prolactina s6 pode ser feito com técnicas muito
sensiveis e especificas (16). O importante, do ponto de
vista pratico, é que a ligacdo da prolactina a imuno-
globulina altera suas propriedades funcionais, tornando-
a menos disponivel para a ligacdo com os receptores
especificos, com consequiente diminuicdo da bio-ativi-
dade, e aumentando sua meia-vida em circulacéo (17).
Este ultimo fato é que leva ao encontro de niveis eleva-
dos de prolactina nos portadores do fenédmeno, sem apa-
rente elevagdo do nivel de atividade biolégica. O reco-
nhecimento da macroprolactina pelos ensaios especificos
para prolactina sérica, desenvolvidos visando a medida da
forma monomérica, é universal, porém ndo equivalente
(18-21). Isto pode resultar em resultados dispares, e ndo
comparaveis, em pacientes com hiperprolactinemia com
predominio da macroprolactina, obrigando a que todos
0s métodos empregados em rotina diagndstica sejam
estudados quanto a esta caracteristica (22).

Métodos de Deteccado de Macroprolactina

Com a deteccdo da presenca de quantidades significati-
vas de macroprolactina em pacientes com hiperpro-
lactinemia sendo potencialmente importante, tal
pesquisa necessita de um método de triagem simples,
especifico e de baixo custo. O ideal seria que 0s ensaios
regulares para prolactina detectassem apenas a forma
monomeérica mas, como ja mencionado, isto ndo
ocorre. O método de referéncia para a quantificacdo da
macroprolactina, cromatografia liquida em coluna de
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gel filtragdo, apesar de teoricamente simples, é traba-
Ihoso, demorado e de alto custo. O método de triagem
mais empregado, por sua simplicidade, boa repro-
dutibilidade e correlagdo com o método de referéncia,
¢ a precipitacdo com polietilenoglicol (PEG) (10,11).
O principio deste teste tem como base a observacédo de
gue a exposi¢do de imunoglobulinas a concentraces
definidas de PEG levam a sua insolubilizacdo. Con-
siderando-se que a macroprolactina seria constituida
por prolactina e imunoglobulina, métodos mais especi-
ficos, como utilizacdo de proteina A, que liga especifi-
camente 1gG, poderiam ser utilizados mas seu custo é
mais elevado, o que inviabiliza sua utilizacdo pratica.

Nos temos realizado a triagem com PEG em
todas as amostras de nossa rotina diagndstica com resul-
tados acima de 30ug/L, sendo que o limite superior da
faixa de normalidade para 0 método empregado (imuno-
fluorométrico) é de 15ug/L. Em resumo o teste ¢ feito
com a mistura de 250uL de soro do paciente com
250uL de uma solucdo de 250g/L de PEG 6000 em
agua, mantida a 4°C. Ap6s mistura por agitagdo em agi-
tador tipo vértex por 1 minuto, a mistura é submetida a
centrifugacdo por 5 minutos a 9500g. A quantidade de
prolactina existente no sobrenadante é medida no
mesmo ensaio empregado na rotina, e a recuperacao cal-
culada com base no valor inicial da amostra. Recupe-
racBes 3 65% classificam a amostra como tendo pre
dominio de formas monomeéricas, e recuperacdes £ 30%
como predominio de formas de alto peso molecular
(macroprolactinemia). Os valores entre 30 e 65% de
recuperacdo sdo classificados como indeterminados e
devem ser submetidos a cromatografia numa coluna de
gel filtracdo para melhor definicdo. Os valores de corte
definidos nos niveis de 65 e 30% de recuperacéo tiveram
como base a andlise de 171 amostras de soro com pro-
lactina acima de 30ug/L que foram precipitadas e cro-
matografadas (figura 2) (11). A razdo para o encontro de
amostras com recuperacdo intermediaria (entre 30 e
65%) pode ter varias raz6es. Entre estas podemos citar o
coeficiente de variacdo do teste de precipitacdo, que se
situa entre 7 e 28%, dependendo do nivel de prolactina
(11), o predominio da forma dimérica, que apresenta
precipitacdo ndo uniforme, e a real presenca de duas
populacGes equivalentes, de formas monomeéricas e de
formas de alto peso molecular. Quanto ao estudo cro-
matogréfico, empregamos coluna calibrada de Superdex
200 (1,6x30cm); cerca de 0,5mL de soro sdo aplicados,
eluidos a uma velocidade de 1mL por minuto, e aliquo-
tas de 1,2mL sdo coletadas e analisadas quanto ao con-
tetdo de prolactina, sendo entdo a area sob a curva cal-
culada e definida em % de cada forma molecular
(mondmero, dimero e macroprolactina).
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Figura 2. Correlagdo entre a area sob a curva obtida pds cromatografia em coluna de gel filtragao correspondente a
macroprolactina, e a percentagem de recuperacao obtida pela dosagem de prolactina no sobrenadante ap6s trata-

mento do soro com PEG.

Frequéncia do Encontro de Macroprolactina

A aplicacdo rotineira do teste de precipitacdo com
PEG para pesquisa de macroprolactina tem revelado
ndmeros surpreendentes. No Ultimo levantamento de
nossa rotina, baseada em 110.450 dosagens de pro-
lactina ao longo de 56 meses, realizamos a pesquisa de
macroprolactina em todas as amostras com niveis de
prolactina superiores a 30ug/L, num total de 7.055
amostras (6,4%). Destas, recuperacdo superior a 65%,
0 que classifica 0 soro como apresentando predominio
de forma monomérica, foi encontrada em 3.881
amostras, ou 55% das pesquisadas. Ja recuperagdes
inferiores a 30%, classificando as amostras como tendo
predominio de macroprolactina, foram encontradas
em 2.316 casos, ou 32,8% das pesquisadas. Recupe-
racdes intermediarias, ou seja, entre 30 e 65%, foram
encontradas em 858 amostras, ou 12,2%, sendo estas
submetidas a estudo cromatografico, sendo que em
61,4% (527) o estudo mostrou predominio de macro-
prolactina. No total chegamos ao ndmero de 2.843
amostras de um total de 7.055 sendo classificadas
como portadoras de predominio de macroprolactina,
ou 40,3%. Este numero é superior ao descrito pelas
principais estatisticas publicadas na literatura
(9,10,12), que variam em torno da cifra de 25%. Os
nameros de nossa casuistica podem ser explicados pelo
fato de sermos um laboratério de referéncia no Brasil

48

para o estudo de macroprolactinemia, o que faz com
gue recebamos amostras de todo o pais, muitas delas
suspeitas de predominio de macroprolactina.

Correlagao entre Macroprolactinemia e
Achados de Estudos de Imagem da Regiao
Hipotalamo-Hipofisaria

Se bem que as informacBes sobre macroprolactinemia
sdo cada vez mais disponiveis, mais dados que correla-
cionem a presenca de macroprolactinemia, com avali-
acdo clinica e achados de exames de imagem sdo ainda
necessarios. N6s completamos recentemente (23) um
estudo correlacionando a presenga de macropro-
lactinemia com o achado de exames de imagem da
regido hipotalamo-hipofisaria em 113 pacientes com
hiperprolactinemia, sendo 61 negativos na pesquisa
para macroprolactina e 52 positivos. Dos pacientes tes-
tados como negativos, 75% apresentavam imagem
compativel com a presenca de um adenoma hipo-
fisario, em contraste com apenas 21% dos pacientes
que testaram positivo para macroprolactina. Em 68
dos 113 pacientes iniciais tivemos acesso a informacdes
sobre o quadro clinico inicial e evolucédo; 90% (36/40)
dos pacientes com predomindncia de prolactina
monomeérica (negativos na pesquisa para macropro-
lactina) apresentavam sintomas que poderiam ser rela-
cionados ao estado de hiperprolactinemia. Em con-
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traste, 46,4% (13/28) dos pacientes que apresentavam
pesquisa positiva para macroprolactina eram assin-
tomaticos. Estes achados, em conjunto com os recen-
temente publicados por Leslie e cols. (12), sugerem
fortemente que em pacientes com macroprolactinemia
estudos de imagem somente deveriam ser realizados
guando achados clinicos os referendassem. Em funcéo
disto, todas as amostras com hiperprolactinemia deve-
riam ser testadas para a presenca de macroprolactina.
Esta observacdo levanta dois problemas: a partir de que
nivel definimos hiperprolactina, e com que método
efetuar a pesquisa. Quanto a primeira questdo, a res-
posta mais simplista poderia ser todos os valores acima
da faixa da normalidade. No entanto os niveis de pro-
lactina sdo sabidamente sujeitos a flutuagbes nédo
patolégicas muito freqiientes como, por exemplo, por
estresse ou uso de drogas. Outro fator complicador
sdo as diferentes faixas de normalidade para diferentes
métodos, sendo que o valor maximo considerado nor-
mal para mulheres adultas na fase folicular varia desde
15 até 30pg/L. Na nossa opinido um valor igual ou
superior ao dobro da faixa superior da normalidade
poderia ser considerado como francamente anormal e
a amostra deveria ser submetida ao estudo. Quanto ao
método de pesquisa a precipitacdo com PEG, descrita
acima, € a nosso ver o método que alia, no momento,
melhor custo-beneficio.

Conclusdes e Perspectivas

A definicdo diagndstica em casos de hiperprolactinemia
€, mais do que nunca, um desafio (24,25). Os dados
existentes na literatura, e que foram resumidos acima,
sdo claros quanto a importancia da definicéo da presenga
do fenbmeno da macroprolactina. Sua pesquisa com o
método de precipitagdo com PEG é simples e na maio-
ria dos casos (85%) define a condicdo. O processo cro-
matografico ja é mais dispendioso e complexo, devendo
ser restrito a laboratorios de referéncia e casos sele-
cionados. Quanto as possibilidades de desenvolvimento
de métodos especificos para a forma monomeérica, teori-
camente seria a condi¢do ideal, partindo-se da premissa
de que a forma monomeérica é a forma ativa. Nao creio,
no entanto, que com o modelo de ensaio imunomeétri-
co atualmente empregado isto seja viavel, desde que as
imunoglobulinas anti-prolactina responsaveis pelo fen6-
meno tém afinidades variaveis, e seu deslocamento pelos
anticorpos de alta afinidade empregados nos ensaios
deve ser a regra. Alternativas metodoldgicas como
bioensaios utilizando células transfectadas com o recep-
tor de prolactina acoplado a gene reporter, ou ensaios
concomitantes para prolactina e 1gG ligado a prolactina,
poderdo ser as alternativas futuras.
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