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RESUMO

A prolactina (PRL) ¢ um horménio peptidico sintetizado e secretado, principalmente, pelas
células lactotroficas da glandula hipéfise anterior, tendo como principal fungdo a indugdo e
manutencdo da lactacdo. Existem trés formas moleculares de PRL na circulacdo: PRL
monomérica (little prolactin) com massa molecular de cerca de 23KDa, PRL dimérica (big
prolactin) com 45 a 50KDa, e macroprolactina (big big prolactin) maior do que 150KDa. Esta
ultima esta geralmente ligada a imunoglobulinas G. Em condig¢des normais, ou em pacientes
com hiperprolactinemia sintomatica, predomina em circulagdo a forma monomérica.

A hiperprolactinemia ¢ uma das disfungdes endocrinas hipotalamo-hipofisarias mais
comuns em mulheres em idade reprodutiva. Ocorre mais freqiientemente por adenomas
hipofisarios (prolactinomas) e secundaria ao uso de drogas com acdo central. Na auséncia de
causas conhecidas, a hiperprolactinemia ¢ considerada como idiopatica. Finalmente, pode
estar associada ao predominio de macroprolactina no soro, sendo denominada
macroprolactinemia. A suspeita de macroprolactinemia ocorre quando um paciente com
hiperprolactinemia ndo apresenta os sintomas tipicos e/ou ndo tem evidéncias radiograficas de
tumor na hipodfise, embora a macroprolactinemia possa estar ocasionalmente associada a
prolactinomas.

Os objetivos deste trabalho foram: avaliar a freqiiéncia de macroprolactinemia, através da
precipitagdo com PEG, numa amostra de mulheres com hiperprolactinemia; descrever
associacdes da macroprolactinemia com varidveis clinicas, hormonais e de imagem da
hipofise; e caracterizar a evolugdo clinica e dos niveis de prolactina durante o seguimento
desta coorte.

Realizou-se um estudo descritivo, onde foi estudada uma coorte de pacientes do sexo
feminino (n = 32), consultando no HCPA de 1989 a 2005, com diagndstico de
hiperprolactinemia (>26ng/mL) e seguimento com agonistas da dopamina. Apds um periodo
de 3 meses sem tratamento (washout), as pacientes dosaram prolactina para investigacdo dos
niveis séricos e presenca de macroprolactina, e foram classificadas como aquelas que
normalizaram os niveis séricos de prolactina durante estes anos de seguimento (Grupo Hprl
prévia) e as que continuaram hiperprolactinémicas. Estas foram reclassificadas como grupo de
hiperprolactinémicas cuja forma circulante predominante ¢ a prolactina monomérica (Grupo
Hprl mono) e o grupo de hiperprolactinémicas com predominancia de macroprolactina (Grupo
Hprl macro). O percentual de macroprolactina foi calculado através dos valores de PRL totais
obtidos das amostras integras em comparacao com os niveis de PRL encontrados nas amostras
precipitadas com PEG. Recuperagdes de prolactina monomérica > 50% classificaram a
amostra como tendo predominio de formas monoméricas, o percentual de recuperacao < 40%
foi considerado como predominio de formas de alto peso molecular (macroprolactinemia), e
recuperagao entre 40 e 50% indicou indefini¢do da forma predominante de PRL.
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A freqiiéncia de macroprolactina foi de 28,1% (n = 32). Pacientes hiperprolactinémicas
com macroprolactinemia sdo significativamente mais jovens do que as hiperprolactinémicas
com a forma monomérica. Como esperado, tanto as pacientes do grupo Hprl macro como
Hprl mono apresentam niveis de prolactina significativamente mais elevados que as pacientes
Hprl prévia. Através do método de precipitagdo com PEG, identificou-se a forma
predominante de prolactina na circulagao em 71,8% dos casos (n = 32). Verificamos ainda
que as pacientes com predominancia de macroprolactina ndo apresentam os sintomas da
sindrome hiperprolactinémica, e na maioria dos casos, possuem exames de imagem por TC
normal.
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ABSTRACT

Prolactin is a polypeptide hormone that is synthesized in and secreted mainly from
specialized cells of the anterior pituitary gland, the lactotrops. It plays a pivotal role in the
lactation induction and maintenance. There are three main molecular forms of circulating
PRL: the 23kDa monomer, the 45kDa dimer (big prolactin) and the macroprolactin (big big
prolactin) that is higher than 150 kDa and is generally bounded to G immunoglobulin. This
complex has longer half-life and decreased biological activity than the monomeric prolactin
isoform. Both in normal conditions, and in patients with symptomatic hyperprolactinemia, the
monomeric form is the predominant circulating prolactin.

Hyperprolactinemia is one of the most common hypothalamo-pituitary disorders in
reproductive women. Clinical presentation results of the hormonal influence of PRL excess on
target tissue from reproductive tract and breast. Frequent signs and symptoms are menstrual
irregularity, galactorrhea and infertility. More common causes for hyperprolactinemia are:
physiological, pharmacological and pathological ones. The reduced biological activity of
macroprolactin seems to be due to its high molecular weight in comparison to monomeric
prolactin. In general, macroprolactinemic patients, therefore, present no clinical symptoms.

The aims of this study were: 1) to evaluate prolactin serum concentration and the
frequency of macroprolactinemia in a women cohort with hyperprolactinemia in a 10 year
period and 2) to assess if there is associations with macroprolactinemia and clinical, hormonal
and pituitary image exam features.

Thirty two hyperprolactinemic women (PRL >26ng/mL), consulting in the UEG-HCPA
since 1989, were initially included. After a 3 months period without treatment (washout)
prolactin was measured to assess prolactin serum levels and the percentual of macroprolactin.
Patients presenting normalization of prolactin levels were classified as prior
hyperprolactinemia (prior Hprl), and the others were named persistent hyperprolactinemia.
This last group was sub-classified in two other sub-groups: hypeprolactinemia with
prevalence of monomeric prolactin (mono Hprl) and hypeprolactinemia with prevalence of
macroprolactin (macro Hprl). The percent of macroprolactin was calculated by the total
prolactin levels from the whole samples, in comparison to the prolactin levels found in the
PEG precipitated samples.

Recovery levels of monomeric prolactin < 40% expressed the predominant presence of
macroprolactin while values > 50 classified as serum with predominance of monomeric
prolactin form. When recovery levels were between 40 and 50 the test was considered as non
discriminative.

In the present study, the frequency of macroprolactinemia was 28.2%. Patients with macro
Hprl were significantly younger than mono Hprl. As expected, patients of the groups Mono
Hprl and macro Hprl presented prolactin levels significantly higher than those from prior Hprl
group. PEG precipitation method identified the prolactin predominant form in 71.8% of the
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cases. In addition, women presenting macroprolactin predominance lack hyperprolactinemic
symptoms and in the most of the cases, the tomography image is normal.
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INTRODUCAO

1 PROLACTINA

1.1 Estrutura da PRL

No genoma humano, um tnico gene encontrado no cromossomo 6, denomina-se prolactina
(PRL) (1). Este gene possui 10Kb e ¢ composto por 5 exons e 4 introns (1). O pro-hormonio

PRL possui 227 aminoacidos, sendo que o hormonio ¢ composto por 199 aminoacidos (1,2).

Estudos da estrutura secundéria de PRL t€ém mostrado que 50% dos aminoacidos da cadeia
estdo arranjados em a-hélices, enquanto o restante dela forma algas (loops) (1). De acordo
com o modelo tridimensional, a PRL contém 4 longas a-hélices dispostas em forma anti-

paralela (1) (Fig.1).5

A seqiiéncia de aminoacidos da PRL guarda semelhangas com a de outros dois hormonios
peptideos: horménio do crescimento (GH) e lactogénio placentario (LP) (1). Como estas
proteinas homologas compartilham caracteristicas gendmicas, estruturais, imunologicas e
biologicas, elas foram agrupadas em uma familia chamada PRL/GH/PL (3). Cada um contém
um dominio extracelular (EC), transmembrana, e intracelular (IC) (1). Mais recentemente, a
PRL foi vinculada a uma familia ainda maior de proteinas denominadas citocinas
hematopoiéticas (4). Esta denominacao ¢ baseada em evidéncias moleculares e funcionais: 1)
seu receptor ¢ um membro da superfamilia dos receptores de citocinas; 2) a PRL possui 4a-
hélices dispostas em forma anti-paralela, caracteristica das citocinas hematopoiéticas (5); 3) a

PRL atua nas células do sistema imune, tendo um papel imunomodulatorio (1).
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PEL (front)

Figura 1 - Estrutura da prolactina (7)

1.2 Biossintese, secrecdo e regulacédo da PRL

A PRL ¢ um hormdnio peptidico sintetizado e secretado, principalmente, por células
especializadas na glandula hipofise anterior, os lactotrofos (6). Além da hipoéfise, a placenta €
o principal 6rgdo secretor de prolactina (7), além de outros tecidos que também secretam este

hormdnio, como utero (7, 102), prostata, endotélio, sistema imune, SNC (7), entre outros.

A PRL ¢ regulada por hormonios hipotalamicos através da circulacao porta hipotalamo-
hipofise (8). A secrecdo de PRL pela hipofise € regulada principalmente por fatores inibitorios
originados do hipotdlamo, cujo mais importante ¢ a dopamina (DA), que atua através de

receptores D2 presentes nos lactotrofos (6).

Embora o controle inibitério sobre a secre¢do de PRL seja predominante, peptideos
hipotalamicos, especialmente TRH (hormonio liberador de tireotrofina) (8,9) e VIP (peptideo
vasoativo intestinal) exercem uma acao positiva sobre a biossintese e secrecdo da PRL. O
balanco entre os sinais inibitdrio e estimulatorio determina a quantidade de PRL liberada pela
glandula hipofise anterior (8). Além disso, a quantidade de PRL eliminada pelo figado
influencia a concentragdo de PRL sérica (8,10). Varios agentes farmacolégicos podem

também interferir com a secre¢dao de PRL.
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1.3 AgOes da PRL

A PRL ¢ um hormdnio hipofisario que desempenha papel essencial em uma variedade de
fungdes, sendo a principal a indugdo e manutencao da lactacdo (11,12). Durante a lactacdo, os
niveis de PRL se elevam e, juntamente com outros hormdnios (estrogeno, progesterona,
horménio tireoideo, cortisol e insulina), estimulam o epitélio mamario a proliferar e induzir a

sintese de leite (9).

Além disso, a PRL, quando em concentragdes circulantes aumentadas, estd associada a
reducdo da secrecdo do hormdnio luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH). A
hiperprolactinemia ¢ uma condi¢do clinica comumente identificada, especialmente em

mulheres durante o periodo reprodutivo (12).

Suas acdes biologicas, porém, ndo sdo limitadas a reproducdo. A PRL possui diversas
outras fungdes em diferentes espécies e fases de desenvolvimento: controle de 4gua e balango

eletrolitico, crescimento e desenvolvimento, comportamento ¢ imunorregulagao (13).

As agdes da prolactina ocorrem através da ligagdo com receptor especifico (RPRL).

1.4 Receptor de prolactina (RPRL)

1.4.1 Estrutura do RPRL

Ha cerca de 3 décadas atras o RPRL foi identificado como uma proteina de ligagdo de
membrana, saturavel, especifica e de alta afinidade (9) Além da isoforma curta, cujo cDNA
foi clonado (14), as isoformas longa e intermediaria, baseadas no seu comprimento total,
foram identificadas (13). O gene que codifica o RPRL humano esta localizado no
cromossomo 5 e contém pelos menos 10 éxons com um comprimento total maior que 100Kb
(15,16). O RPRL ¢ expresso em todos os 6rgaos e tecidos, podendo existir em niveis muito
baixos em certas células, tais como as células do sistema imune; dependendo do tipo de

célula, os niveis podem variar de 200 a 3000 receptores por célula (13).
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A regulagdo da transcricdo do gene do RPRL ¢ efetuada por 3 diferentes regides
promotoras especificas do tecido. Promotora I ¢ especifica para gonadas, promotora II para o

figado, e promotora III ¢ geral, presente em ambos os tecidos, gonadal e ndo-gonadal (17).

Dominio EC do RPRL: pode ser dividido em NH2-terminal D1 e subdominios D2 proximal

da membrana (18,19). Cada molécula de PRL contém 2 sitios de ligagado (sitio 1 e 2) cada um
interagindo com uma molécula do RPRL. Primeiro, o sitio 1 de ligacdo da PRL interage com
a molécula do RPRL (20). A formagdo inicial deste complexo hormonio-receptor ¢ o pré-
requisito para a intera¢ao do sitio de ligacdo 2 na mesma molécula de PRL com um segundo
RPRL (13). Ativacao do RPRL envolve a dimerizacdo do receptor seqiiencial induzida por

ligantes (3,13), os quais podem ser PRL, GH ou LP (3,19).

Dominio IC do RPRL: ¢ composto por 2 regides chamadas box 1 e box 2 (21). Embora o

dominio IC do RPRL seja desprovido de qualquer atividade enzimatica intrinseca, a ativagao
do RPRL mediada por ligante resulta na fosforilacdo da tirosina de numerosas proteinas
celulares (22), incluindo o préprio receptor (18). A regido proximal da membrana do dominio
IC esta associada com a tirosina kinase denominada janus kinase 2 (Jak2) (23). A ativacao de
Jak2 ocorre pela transfosforilacdo sobre a dimerizagao do receptor, o qual traz duas moléculas
de Jak2 para perto uma da outra (24); Jak2 kinases transfosforilam uma a outra e estdo

envolvidas na transfosforilagdo de residuos de tirosina do proprio RPRL (25).

1.4.2 Transducéo do sinal

A interacdo hormdnio-RPRL desencadeia uma cascata de sinalizacdo IC. Nao existem
evidéncias de que o tipo de ligante (PRL/GH/LP) possa afetar a natureza do sinal transmitido
no interior celular. Como todos os receptores da familia de citocinas, o RPRL nao possui
atividade enzimdtica intrinseca e traduz sua mensagem dentro da célula via kinases
associadas, que desencadeiam a cascata de sinalizagdo. A mais conhecida envolve as vias

Jak/Stat, Ras-Raf-MAPK e Src (13).

A familia de proteinas STAT (transdutor de sinal e ativador da transcri¢do) se acopla ao
receptor, sendo fosforilada pela Jak2 associada ao receptor. A STAT fosforilada se dissocia

do receptor (13) e transloca-se para o nucleo onde ativa um motivo GAS (seqiiéncia ativada
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de y-interferon) (4) ligado ao DNA STAT no promotor do gene alvo (13). STAT interage com

outros transdutores de sinal para iniciar uma resposta especifica da citocina e da célula (26).

Embora Jak / STAT sejam as vias mais importantes da ativagdo do RPRL, pode ocorrer a
ativacao da cascata da MAPK (proteina kinase ativada por mitégeno) (27). Os residuos de
fosfotirosina do RPRL podem servir como sitios de acoplamento para proteinas adaptadoras

(She / Grb2 / SOS) conectando o receptor a casacata Ras / Raf / MAPK (1).

Estudos recentes indicam que a ativagdo da PRL ¢ induzida por membros da familia kinase
Src (28), c-src (28) e Fyn (29). A fosforilagdo do IRS-1 (substrato receptor de insulina), e uma

subunidade da IP3 Kinase (trifosfato de inositol kinase) foram também descritas (30).

1.4.3 Distribuicdo do RPRL

Sabe-se que o RPRL esta presente na glandula mamaria e ovérios, dois dos mais bem
caracterizados sitios de agdo da PRL em mamiferos (31). Além disso, o receptor e seu mRNA
sdo também encontrados em diversas partes do SNC (32). Os RPRL estdo presentes em
muitos Orgdos periféricos como glandula hipoéfise, coragdo, pulmao, timo, baco, figado,
pancreas, rim, glandula adrenal, ttero, musculo esquelético e pele (13,31). Recentes estudos
identificaram células endoteliais da veia umbilical (33), prostata (34,35), células leucémicas

mieldides (36), como novas fontes de PRL.

1.5 Formas de PRL em circulagao

Existem trés formas moleculares de PRL na circulagdo: a PRL monomérica (little
prolactin) com massa molecular de cerca de 23KDa, que contribui com aproximadamente
85% da PRL presente em individuos normais, a PRL dimérica (big prolactin) com 45 a
50KDa, representando 10-15%, e a macroprolactina (big big prolactin) maior do que 150KDa
(37,38,39,40). Em condi¢des normais, ou em pacientes com hiperprolactinemia sintomatica,
predomina em circulagdo a forma monomérica (39,40,41). As formas monoméricas podem ser

glicosiladas e estas correspondem a 30-40% da PRL circulante (42).

Os niveis normais de PRL no soro variam de acordo com o ensaio utilizado. Hershlagn e

Peterson consideraram niveis normais de PRL os valores compreendidos entre Sng/mL e
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27ng/mL (11). A PRL ¢ secretada de forma pulsatil, ocorrendo cerca de 14 pulsos em 24

horas durante a fase folicular tardia e 9 pulsos durante a fase lutea tardia (11,43).

2 HIPERPROLACTINEMIA

Hiperprolactinemia ¢ o distarbio hipotalamo-hipofisario mais comum encontrado em
mulheres durante o periodo reprodutivo. A apresentacdo clinica da hiperprolactinemia resulta
da influéncia hormonal da PRL sobre os tecidos alvo, principalmente o sistema reprodutivo e
gonadal e o tecido mamario. Podem ocorrer ainda hipogonadismo manifesto por infertilidade

e irregularidade menstrual, e galactorréia (44,53).

A hiperprolactinemia ¢ encontrada principalmente em pacientes do sexo feminino (45).
Sua prevaléncia varia de 0,4% em uma populacdo ndo selecionada de adultos normais, a

valores tao altos quanto 9-17% em mulheres com disturbios reprodutivos (46).

A dosagem de PRL sérica tem indicagdes cada vez mais amplas que incluem a presenca de
alteragdes menstruais, amenorréia, infertilidade e galactorréia em mulheres (41,45,47). Além
disso, ¢ importante a investigacdo de tumores da regido selar em pacientes que apresentam

esta condicao (41,45).

2.1 Causas da hiperprolactinemia

As causas que podem levar a hiperprolactinemia compreendem trés principais categorias:
fisiologicas, farmacologicas e patologicas, podendo surgir também quando h4 predominio no

soro da macroprolactina (macroprolactinemia) (Fig.2) (42,43).

2.1.1 Fisioldgicas

As causas fisioldégicas mais comuns sdo principalmente gravidez (42,45,48) e
amamentagao (45,48). Além disso, estresse (11,42,49), exercicio (11,49) e sono (11,49),
aumentam a liberagdo de um ou mais fatores liberadores da PRL, aumentando os niveis
séricos do hormoénio (11,49). A concentragdo de PRL pode ainda aumentar por estimulagao

dos mamilos e refei¢cdes com alto teor de proteinas (11).
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Figura 2 — Principais causas da hiperprolactinemia: PRL estd sob o controle do hipotalamo, onde a DA atua
como um sinal inibitorio, prevenindo a secre¢do de PRL; e TSH, sob algumas condigdes, estimula a produgio e
liberacdo da PRL. A produg@o hormonal aumentada pela adeno-hipofise pode ocorrer devido a um adenoma
produtor de PRL ou inflamagdo. No entanto, condigdes que prejudicam a liberacdo de DA ou aumentam a
liberacdo de TRH, ou ambos, resultam em uma produ¢do aumentada de PRL. Em geral, medicamentos resultam
no aumento da producdo de PRL através de suas propriedades anti-dopaminérgicas. Danos da parede das mamas
e estimulagdo dos mamilos levam a diminuigdo da liberagdo de DA para a circulagdo porta-hipofisaria. Em
algumas condi¢des, como insuficiéncia renal ou hepatica, a PRL é removida mais lentamente da circulacdo

sistémica, o que resulta no aumento dos niveis de PRL (50).

2.1.2 Farmacoldgicas

A causa mais comum de hiperprolactinemia ¢ aquela desencadeada por uso de drogas

(42,49) que atuam através de diferentes mecanismos: diminui¢do da transcri¢do do gene da
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DA (estrogenos), antagonismo ao receptor da DA (neurolépticos, metoclopramida, sulpirida,
etc), deplecao de DA (reserpina, metildopa), inibi¢ao da produgao central de DA (verapamil,
heroina, morfina, andlogos da encefalina), inibi¢do da recaptacdo de DA (antidepressivos
triciclicos, cocaina, anfetamina, inibidores da monoamino oxidase), inibi¢ao da recaptagdo de

serotonina (opidceos, fenfluramina, fluoxetina), entre outros (49).

2.1.3 Patoldgicas

A principal causa de hiperprolactinemia patoldgica sdo os prolactinomas que representam
o adenoma hipofisario funcionante mais comum (8), variando de 20-27% (53) e 40-60% dos
casos (45,48). Em mais de 30% das mulheres com hiperprolactinemia a avaliagdo por imagem
demonstra adenoma. Microadenomas (<10mm) raramente evoluem para macroadenomas

(>10mm) (11).

Pequenas elevacdes de PRL (entre 20ng/mL e 50ng/mL) podem causar apenas secrecao
insuficiente de progesterona e, assim, uma fase litea curta ou inadequada. Além disso, a
hiperprolactinemia pode estar associada a infertilidade mesmo sem alteracdes significativas
do ciclo menstrual (51). As mulheres que apresentam amenorréia e hiperprolactinemia podem
também ter uma densidade mineral ¢ssea inferior quando comparadas com mulheres normais
ou com mulheres com hiperprolactinemia, mas sem alteragdo da ciclicidade menstrual (52).
Galactorréia ¢ uma manifestagdo comum de hiperprolactinemia, embora pacientes com esta
manifestagdo possam apresentar niveis normais de PRL, e um namero significativo de

pacientes com hiperprolactinemia ndo apresente galactorréia (11).

Nos pacientes com macroprolactinomas, os niveis séricos de PRL usualmente sdo
>200ng/mL, enquanto naqueles com microprolactinomas geralmente se situam entre 100 e
200ng/mL, mas, podendo ser <100ng/mL (45). Outros tumores da regido hipotalamico-
hipofisaria podem também cursar hiperprolactinemia, seja por producdo aumentada da PRL
ou por comprometimento da haste hipotdlamo-hipofisaria (45,48,49,53), condigdo
denominada pseudoprolactinoma. Este Gltimo caracteriza-se por ndo ser secretor de PRL, mas
interferir com o aporte de DA do hipotdlamo para a hipdfise (45). Nos pacientes com
pseudoprolactinomas, a hiperprolactinemia resulta de compressdo da haste hipofisaria e os
niveis de PRL geralmente sdo <150ng/mL (48). Cerca de 1/3 de todos os tumores hipofisarios

nao estdo associados com sindromes hipersecretérias, mas apresentam sintomas da presenga
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de massa intracranial, como cefaléia, nduseas, vomito e disturbios visuais. Devido a expansao
supra-selar, os tumores hipofisarios podem interromper a secre¢ao de DA do hipotalamo para
a hipofise, resultando em diminuicdo da inibicdo secretoria de PRL. Em contrapartida,
tumores que produzem GH podem também secretar PRL em cerca de 25% dos casos (8). Para
tumores que secretam tanto GH quanto PRL, a terapia com agentes inibitorios de GH ¢ o

melhor tratamento, na maioria dos casos (50).

Outros disturbios hipofisarios e doencas sistémicas também podem levar a
hiperprolactinemia. Ela ¢ encontrada em cerca de 40% dos pacientes com hipotireoidismo
primario e em 17-30% dos casos de sindrome dos ovérios policisticos (PCOS) (55). Também
¢ um achado comum em pacientes com cirrose hepatica (presente em até 20% dos casos) ou
insuficiéncia renal (45,55). Cerca de 8,5% a 40% dos casos de hiperprolactinemia sao
classificados como hiperprolactinemia “idiopatica” pois suas causas ndo sao conhecidas (56),

estando a macroprolactinemia inclusa nesta categoria.

A hiperprolactinemia idiopatica tem sido reservada para os pacientes sem uma causa obvia
para o distarbio hormonal (45,55). Na maioria dos casos, trata-se, provavelmente, de
microadenomas com diametros muito reduzidos (< 3mm) que ndo foram detectados pelos

métodos de imagem (49).

A hiperprolactinemia neurogénica leva a elevacdo reflexa da PRL mediada pela ativacdo
das vias aferentes que seguem através do corddo medular e pode ocorrer devido a lesdes
irritativas da parede toracica (herpes zoster, toracotomia, queimadura, mastectomia) e por
patologias do corddo medular (ependimoma cervical, seringomielia, tabes dorsalis, tumores

extrinsecos) (49).

2.2 Problemas potenciais no diagndstico de hiperprolactinemia

Na abordagem diagndstica da hiperprolactinemia, trés problemas potenciais merecem
atencdo especial: os incidentalomas hipofisarios (presentes em 10% da populagdo adulta a
ressonancia magnética), o efeito gancho, e a macroprolactinemia. O efeito gancho se
caracteriza pela presenca de niveis falsamente baixos de PRL, quando se empregam
imunoensaios de dois sitios em pacientes com grandes prolactinomas e hiperprolactinemia

muito acentuada (48,57,58), sejam eles imunorradiométricos, por quimioluminescéncia ou
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enzima-imunoensaios (48,57). Nestes ensaios sao utilizados dois anticorpos que formam
"complexos sanduiches" com o antigeno (no caso, a PRL), o anticorpo de fase solida (captura)
e o de fase liquida (sinalizador) (48,57). Na presenca de niveis muito elevados de PRL, apos a
ligacdo da PRL ao anticorpo de captura, o excesso de PRL impede a ligacdo do segundo
anticorpo, o sinalizador, ndo havendo a formagdo dos referidos "complexos sanduiches"

(48,57,58).

O efeito gancho, quando se usa o IRMA (ensaio imunorradiométrico) (57), pode ser
"desmascarado" através de uma nova dosagem da PRL apos dilui¢do do soro a 1:100, quando
se observard um aumento dramatico do valor do horménio (48,57,58). Ele deve ser excluido

em qualquer paciente com um macroadenoma e niveis séricos de PRL <200ng/mL (58).

3 MACROPROLACTINEMIA

Quando o soro do paciente com hiperprolactinemia contém principalmente big big PRL a
condicdo ¢ chamada macroprolactinemia (41). A importancia do achado de predominio de
formas moleculares de alto peso molecular se prende ao fato de que estas formas teriam

menor atividade biologica e estariam associadas a casos assintomaticos ou oligossintomaticos.

A suspeita de macroprolactinemia ocorre quando um paciente com hiperprolactinemia ndo
apresenta os sintomas tipicos e/ou ndo tem evidéncias radiograficas de tumor na hipofise
(10,41,59), embora a macroprolactinemia possa estar ocasionalmente associada a
prolactinomas. Especialmente em pacientes cujo quadro clinico de hiperprolactinemia nao

seja caracteristico, a pesquisa de macroprolactinemia ¢ fundamental (41).

Sugere-se que a reduzida atividade bioldgica da macroprolactina (comparada com PRL
monomérica) ¢ a causa da auséncia de sintomas em pacientes com macroprolactinemia.
Numerosos estudos tém documentado a presenca de macroprolactinemia em pacientes com
hiperprolactinemia, mas ndo os sintomas clinicos da doenga (60,61,62,63), enquanto outros,
apresentam queixas como oligomenorréia ou amenorréia, galactorréia e infertilidade
(10,61,64,65,66,67,68,69,70). No entanto, como a dosagem de PRL ¢ induzida pela presenca
dos sintomas de hiperprolactinemia, e estes ndo sdo especificos, a ocorréncia destes sintomas

e a macroprolactinemia podem estar coincidentemente relacionados (71).
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As formas de alto peso molecular da PRL representam dimeros, polimeros e agregados de
PRL, além de PRL ligada a proteinas (2,72,74). Sao formadas por ligacdes covalentes ou nao
covalentes (2,38,40,60,74). Estudos tém evidenciado, no entanto, que a macroprolactinemia se

da, na maioria das vezes devido a complexos PRL-IgG (2,40,74,75,76,77).

Inicialmente especulou-se que a PRL ligada a IgG poderia ter menor atividade bioldgica
(2,72,73) devido ao seu grande tamanho molecular (78,79) in vivo. No entanto, o complexo
PRL-IgG apresenta atividade biologica similar a da PRL livre in vitro. Entdo, por que a
maioria dos pacientes com auto anticorpos anti-PRL nd3o apresentam os sintomas da
hiperprolactinemia in vivo, embora a PRL ligada a IgG seja completamente bioativa in vitro?
Uma das possibilidades ¢ uma anormalidade no receptor de PRL (2,72,73) e/ou na via de
transducdo de sinal apds a ligacdo ao receptor. Outra possibilidade ¢ que a PRL ligada a IgG
ndo exerca atividade biologica completa in vivo porque a passagem da PRL para as células
alvo através da parede capilar pode estar diminuida devido ao grande tamanho molecular e/ou

alteracdes na carga da molécula (59).

A macroprolactinemia foi relatada primariamente a mais de 30 anos atras (80). A
macroprolactina ¢ eliminada mais lentamente que a PRL monomérica e conseqiientemente
acumula-se no soro de individuos afetados (66,73). A ligacdo da PRL a imunoglobulina altera
suas propriedades funcionais (41,59,75,81); devido a sua grande massa molecular, o
complexo auto-imune possui capacidade limitada para atravessar o epitélio vascular
(41,59,75,81), ficando confinado ao endotélio vascular, o que a torna menos disponivel para a
ligacdo com os receptores especificos (41,59,75,81), tendo por isso, limitada bioatividade in
Vivo (82). E aceito que o mecanismo de feedback negativo do hipotdlamo pelos elevados

niveis de PRL ndo ocorre porque o complexo ndo consegue chegar ao hipotalamo (59).

A significancia biologica da macroprolactina ainda ndo estd completamente esclarecida,
mas existem evidéncias de que ela esteja envolvida em processos de armazenamento,

transformagao e liberagdo do hormonio (83).

A macroprolactinemia ocorre em ambos os sexos (10,67,76) e em criangas, € 0 aumento da
big big PRL ocorre durante a gravidez devido a ligagdo da PRL a anticorpos especificos
(38,64). A freqiiéncia de macroprolactinemia em pacientes com hiperprolactinemia referida

na literatura varia de acordo com a casuistica publicada, mas gira na faixa de 25% (38,64). A
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prevaléncia de macroprolactinemia em pacientes com hiperprolactinemia varia de 18 a 42%

quando amostras de laboratorios de referéncia sdo analisadas (38,64).

Cabe salientar que o predominio de formas de alto peso molecular ndo implica,
necessariamente, em baixos niveis de formas monoméricas, ou seja, o paciente pode ter
hiperprolactinemia devido tanto ao aumento da macroprolactina como da PRL monomérica

(42).

A identificagdo da macroprolactinemia pode ajudar a definir a etiologia em pacientes com
hiperprolactinemia idiopatica, € em alguns casos, o reconhecimento de macroprolactinemia
pode eliminar a necessidade de testes laboratoriais ou imagem de hipofise. Isto ¢
especialmente importante porque 10% dos individuos saudaveis apresentam evidéncias

radiograficas de um adenoma de hipdfise (84).

Hauache et al (66) mostraram que a presenca de macroprolactinemia ndo exclui totalmente
a possibilidade de um adenoma hipofisdrio, mas pacientes assintomaticos com

macroprolactinemia geralmente apresentam estudos radiograficos normais.

A presencga ou auséncia de macroprolactinemia deve ser avaliada em todas as amostras que
apresentam hiperprolactinemia. Se os pacientes com teste de PEG (polietilenoglicol) positivo
ndo apresentam sintomas clinicos de hiperprolactinemia, como amenorréia ¢ galactorréia, ¢
mais provavel que a hiperprolactinemia se deva a macroprolactina. Nestes casos, exames
hormonais ou neurologicos repetidos devem ser evitados, assim como tratamentos

desnecessarios com bromocriptina (85).

As mulheres representam a maioria dos casos de macroprolactina, embora esta seja
observada em ambos os sexos. Desta forma, considerou-se que o estudo de uma coorte de
pacientes do sexo feminina e sua evolugao clinica a longo prazo, poderia contribuir para uma
melhor compreensdo da fisiopatologia desta forma de hiperprolactinemia. Desta forma, neste
trabalho buscou-se examinar as relagdes entre a hiperprolactinemia, o percentual de
macroprolactina, a presenc¢a ou ndo de lesdes hipofisarias e o impacto destas varidveis sobre a

apresentacao e seguimento clinicos.
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4 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

» determinara freqii€ncia de macroprolactinemia numa amostra de mulheres com
hiperprolactinemia;

» Descrever associagdes da macroprolactinemia com varidveis clinicas, hormonais e exames
de imagem da hipofise;

» Verificar a evolucao clinica e dos niveis de prolactina durante o seguimento desta coorte;
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 Populagdo em estudo

Foi realizado um estudo descritivo avaliando uma coorte de pacientes do sexo feminino,
com niveis elevados de PRL (>26ng/mL), consultando na Unidade de Endocrinologia
Ginecologica (UEG), Servico de Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre de
1989 a 2005, com diagndstico de hiperprolactinemia, de acordo com a rotina da UEG. Foram
excluidas as pacientes que apresentaram qualquer um dos critérios abaixo: a) hipotireoidismo

b) hiperprolactinemia secundaria a drogas c) gestacao.

Assim, a amostra inicial foi constituida por 32 pacientes que estavam em acompanhamento
devido a hiperprolactinemia. Estas aceitaram suspender o tratamento (com agonistas da
dopamina: cabergolina ou bromocriptina) por 3 meses e realizar a dosagem de prolactina e

pesquisa de macroprolactina.

5.2 Avaliacéo clinica

A avaliagdo clinica foi realizada pela equipe médica da UEG no HCPA; O protocolo
incluiu ainda a investigagdo de idade, ciclo menstrual, fertilidade, gestacdo e paridade,
cefaléia e galactorréia. As medidas antropométricas incluiram peso e altura para determinagao

do IMC (indice de massa corporal):

e Peso: verificado na balanca antropométrica Filizola com escala de 100 g. A balanga e

a escala estavam equilibradas, a paciente usava roupas leves e estava descalca;
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e Altura: verificada no estadiometro fixo na parede. A paciente estava em posicao ereta
e descalca.

e IMC: calculado pela formula peso (kg) / altura® (m). Considerou-se obesidade o IMC
>30 Kg/m?, sobrepeso o IMC 25-29,9 Kg/m® e normalidade o IMC 18,5-24,9 Kg/m?
(54).

5.3 Avaliacdo hormonal

A avaliagdo hormonal consistiu de determinacdo dos niveis plasmaticos de E2 (173
estradiol), TSH (hormonio tireotréfico), gonadotrofinas (FSH — hormdnio foliculo estimulante

e LH — hormoénio luteinizante), T4 (tiroxina) e PRL (prolactina).

Foram utilizados como valores normais de PRL a faixa que vai de 2,7 a 26 ng/mL,

conforme o kit de IRMA MAIAclone (Adaltis Italia S.p.A) utilizado.

Cerca de 4mL de sangue venoso foram coletados num tubo de vidro com EDTA. O sangue
coagulou e o tubo foi levado a centrifugacdo por 5 minutos a 5000rpm. A fragdo sérica foi
separada e armazenada em tubos ependorfes de SmL em freezer, a temperatura de —20°C até
ser utilizado. Uma aliquota foi encaminhada ao Servigo de Patologia Clinica do HCPA, e

outra, ao Laboratério de Endocrinologia Molecular e Neuroendocrinologia da UFRGS.

Todas as amostras de sangue foram obtidas de uma veia antecubital e durante o inicio da
fase folicular (entre o primeiro e o décimo dia do ciclo) no caso de mulheres com fluxo

menstrual normal, ou em qualquer dia nas pacientes amenorréicas.

A coleta foi realizada entre 8:00 e 10:00 horas na UEG (Unidade de Endocrinologia
Ginecologica) do HCPA. As dosagens hormonais iniciais e atuais, a partir do soro dos
pacientes, foram realizadas no HCPA, utilizando kits comerciais de ensaio
imunorradiométrico (IRMA), quimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia. Os niveis de
PRL iniciais foram dosados pelos mesmos métodos, também no HCPA. J4, no Laboratério de
Endocrinologia Molecular ¢ Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia, os niveis de
PRL atuais foram dosados por ensaio IRMA, utilizando o kit MAIAclone (Adaltis Italia
S.p.A). Este foi concebido de modo que o efeito gancho, caracteristico de ensaios IRMA, ndo

interfira com as determinacdes de prolactina. As amostras com concentragdes de prolactina
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compreendidas entre 500 ¢ 10.000 ng/mL dao valores superiores a 500 ng/mL. Quaisquer
amostras que se suspeite terem valores acima deste, devem ser devidamente diluidas para que
se obtenha os niveis corretos. A sensibilidades do método ¢ de 0,3 ng/mL e os parametros de
precisdo para dosagem de prolactina sdo: coeficiente de variagdo (CV) entre-ensaio: 6% e CV

intra-ensaio: 3,2%.

5.4 Determinacdo da macroprolactina

Para a identificagdo bioquimica da macroprolactina, submeteu-se cada amostra de soro a
processos que precipitam as imunoglobulinas, pelo tratamento de precipitagdo com
polietilenoglicol (PEG), que ¢ o método mais empregado para pesquisa da existéncia de

quantidades significativas de macroprolactina (41).

O soro de todas as pacientes em que se detectou valores de PRL >26ng/mL foi tratado com
solucdo salina de PEG a 12,5%, para a determinagdo quantitativa da PRL. Este ¢ o método de
rastreamento mais empregado, por sua simplicidade, boa reprodutibilidade e correlagdo com o
método de referéncia (86). O principio deste teste tem como base a observagdao que a
exposicdo de imunoglobulinas a concentracdes definidas de PEG levam a sua insolubilizacao.
O teste ¢ feito com a mistura de quantidades iguais de soro do paciente e de uma solugdo de
250g/L de PEG 6000 em salina (0.9% NaCl), mantida a 4°C. Apods mistura em agitador tipo
vortex por 1 minuto, a mistura foi submetida a centrifugacao por 5 minutos a 8000rpm. A
quantidade de PRL existente no sobrenadante das amostras foi medida por IRMA, e a

quantidade de macroprolactina calculada com base no valor inicial da amostra.

Utilizou-se dois anticorpos monoclonais no ensaio imunorradiométrico (IRMA) e as
amostras, os padrdes € os controles reagiram com uma mistura de anticorpos monoclonais
anti-PRL. Um anticorpo marcado com lodo 125 ligou-se rapidamente a um unico sitio na
molécula de PRL. Um segundo anticorpo monoclonal ligado a fluresceina ligou-se a um sitio
diferente na molécula de PRL, formando um “sanduiche”. Apds incubagdo por 1 hora a
temperatura ambiente um anticorpo anti-fluresceina ligado a uma fase solida magnética
(MAIA) foi acrescentado em excesso. Este se ligou de forma rapida e especifica ao complexo
de anticorpo monoclonal anti-PRL, sedimentando num campo magnético e eliminando a
necessidade de centrifugagdo. Uma simples fase de lavagem reduz ao minimo as liga¢des nao

especificas, permitindo uma maior precisdo a baixas concentragdes. A concentragdo do
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antigeno ¢ diretamente proporcional a radiotividade ligada ao reagente de separagao. Mediu-
se a fracdo ligada (“pellet” do reagente de separagdo) de cada amostra, padrao e controle num
contador de raios gama calibrado para deteccdo de lodo 125, e pode-se determinar a
concentracdo de PRL nas amostras e controles através da interpolacdo dos resultados sobre

uma curva dose-resposta.

O percentual de macroprolactina foi calculado através dos valores de PRL totais obtidos
das amostras integras em comparacdo com os niveis de PRL encontrados nas amostras
precipitadas com PEG. A obtencdo de valores baixos significa que a maior parte da PRL foi
precipitada pelo PEG, permitindo concluir que a macroprolactina representa a maior parte da
PRL circulante. Este novo valor de PRL foi comparado ao inicial — obtido antes do soro ser
submetido ao tratamento com o agente precipitante — e determinou-se a porcentagem de

recuperagao do hormoénio (42).

Recuperagdes de prolactina monomeérica > 50% (8,124) classificam a amostra como tendo
predominio de formas monoméricas, enquanto o percentual de recuperagao < 40% (64,65,67)
significa predominio de formas de alto peso molecular (macroprolactinemia). Recuperacgao
entre 40 e 50% indica indefinicdo da prolactina predominante, ou seja, uma amostra pode
conter macroprolactina e prolactina oligomérica, além de formas monoméricas. Nestes casos,
a cromatografia por gel de filtragao (CGF), onde a elui¢do se da em funcdo do peso molecular

(41), é necessaria para confirmar a presen¢a de macroprolactina (64,87).

O reconhecimento das formas de alto peso molecular varia de acordo com o método
utilizado para a quantificagdo de PRL. Alguns ensaios reconhecem melhor do que outros as
formas de alto peso molecular, resultando em valores diferentes de PRL (41,42), ndo podendo
ser comparados. Esse fenomeno parece depender dos anticorpos empregados no ensaio.
Porém, o reconhecimento das formas monoméricas é sempre equivalente, ¢ os resultados da

PRL sao semelhantes, independente do ensaio utilizado (42).

5.5 Avaliacéo de exames de imagem da hipofise

Todas as pacientes hiperprolactinémicas realizaram mais de um exame de imagem da

hipofise por tomografia computadorizada (TC) e/ou ressonancia magnética (RM) ao longo do
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tempo de seguimento, no HCPA. Esta tltima foi realizada somente quando a imagem por TC

mostrou-se duvidosa.

5.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como mediana e intervalo interquartil, para variaveis que
ndo apresentavam distribui¢do normal, ou média mais desvio padrdo (DP) para as que
apresentavam distribuicdo Gaussiana. A andlise estatistica das caracteristicas clinicas foi
realizada por teste Qui-quadrado para variaveis categoricas ¢ H de Kruskal-Wallis para
variaveis continuas. Considerou-se o nivel de significancia de 0,05. Todos os calculos foram

determinados utilizando o software SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL).

5.7 Consideracdes éticas

O presente projeto foi submetido ao Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo e Comissdo de
Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Obteve-se consentimento informado verbal das
pacientes, autorizando que uma aliquota da amostra de sangue coletada para dosagens de

controle do tratamento fosse utilizada para esta pesquisa.
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6 RESULTADOS

A figura 3 mostra a composi¢@o final da amostra em estudo. Trinta e duas pacientes que
estavam em acompanhamento devido a hiperprolactinemia (prolactina > 26ng/mL), aceitaram
suspender o tratamento por 3 meses e realizar a dosagem de prolactina e pesquisa de
macroprolactina. A maioria destas pacientes vinha sendo tratada com agonistas da dopamina:

cabergolina ou bromocriptina durante o periodo de avaliagdo da coorte.

A partir desta dosagem de prolactina observou-se que 19 pacientes apresentaram niveis
séricos elevados de prolactina e foram classificadas como Hiperprolactinemia persistente
(Hprl persistente); e o restante, 13 mulheres, obteve normalizacdo da prolactina e foi incluido

no grupo Hiperprolactinemia prévia (Hprl prévia).

Em todas as pacientes, determinou-se entdo a pesquisa de macroprolactina. Em 7 pacientes
das 19 com Hprl persistente identificou-se a presenca de macroprolactina enquanto outras 7
apresentaram predominantemente prolactina monomérica. Nas outras 5 pacientes Hprl
persistente, as precipitacdes com PEG evidenciaram uma recuperagdo de prolactina entre 40 e
50%, situacdo intermediaria, em que a técnica utilizada ndo permite determinar o tipo de
molécula predominante. Das 13 pacientes com Hprl prévia, apenas 2 apresentaram
predominancia de macroprolactina, 7 confirmaram presenca predominante de prolactina
monomérica e em 4 mulheres novamente ndo pdde ser confirmada a forma preponderante de
prolactina. Pela impossibilidade de realizagdo de cromatografia por coluna de gel de filtragao,
optamos por excluir da analise as pacientes cuja precipitagdo com PEG nao foi discriminativa
e estas analises serdo realizadas em estudo posterior. Também excluimos o grupo de pacientes

Hprl prévia com macroprolactina em razao da baixa representatividade.
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Assim, das 32 mulheres inicialmente alocadas, 21 permaneceram no estudo, tendo sido
distribuidas em 3 grupos de 7 pacientes: Grupo Hprl prévia, Grupo Hprl mono, e Grupo Hrpl

macro.

Figura 3 — Amostra em estudo

32 pacientes hiperprolactinémicas

13 pacientes hprl 19 pacientes hprl

prévia persistente
7 hprl prévia mono 7 hprl mono
2 hprl prévia macro 7 hprl macro
4 prl indefinida 5 prl indefinida

Hiperprolactinemia (n = 32)
Hiperprolactinemia persistente (n = 19)
Hiperprolactinemia prévia (n = 13)

Grupo em estudo (n=21)

un

Grupos com forma de prl indefinida (n = 4 e 5), grupo hprl prévia macro (n = 2)

Dados clinicos

As 21 pacientes que permaneceram no estudo estavam no menacme, quando iniciaram
acompanhamento na UEG — HCPA e tinham diagnostico de hiperprolactinemia. A idade
inicial média foi de 33,71 £6,69 anos e o IMC de 25,95 +4,89 kg/m?. O tempo mediano de
acompanhamento foi de 10,74 (3,45-14,23) anos. Durante o acompanhamento, 4 das 21

mulheres entraram na menopausa (uma do grupo Hprl prévia e 3 do grupo Hprl mono). Ao
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longo do seguimento, 13 mulheres normalizaram os niveis séricos de prolactina (grupo Hprl

prévia).

Na tabela 1 sdo apresentados os valores séricos de prolactina nas 21 pacientes estudadas,
bem como os respectivos percentuais de recuperagdo de prolactina monomérica em cada uma,
sendo que as pacientes 1 a 7 compdem o grupo Hprl prévia, 8 a 14, o grupo Hprl mono e 15 a

21, o grupo Hprl macro.

Tabela 1: Percentual de recupera¢ao de PRL pos-precipitacdo com PEG
N° | PRL (ng/mL) | Recuperacéo (%)
1 16,44 60,10
2 15,84 63,57
3 24,42 52,58
4 18,52 52,65
5 16,06 58,41
6 11,05 59,37
7 10,85 70,51
8 28,52 60,06
9 26,46 66,44
10 30,29 63,42
11 31,42 65,28
12 30,04 59,15
13 27,66 58,46
14 29,2 63,46
15 30,95 21,03
16 160,77 36,19
17 27,05 36,64
18 52,11 37,80
19 108,95 30,83
20 29,54 36,76
21 35,35 29,17

As caracteristicas clinicas, iniciais e atuais das pacientes, estdo apresentadas na tabela 2.
Inicialmente, 3 mulheres (14,3%) apresentavam ciclos regulares, e atualmente, 12 delas
(57,1%) possuem ciclos regulares, 4 (19,1%) sdo pos-menopausicas € 5 (23,8%) apresentam
disturbio menstrual. Do total de pacientes, 15 (71,4%) apresentavam queixas de cefaléia e 13
(61,9%) de galactorréia, sendo que o niimero de pacientes nestas condi¢cdes reduziu para 11

(52,4%) e 2 (9,5%), respectivamente.
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Tabela 2: Dados clinicos, iniciais e atuais, das pacientes estudadas.

Variavel Inicial n Atual n
Idade (anos)® 33,71 6,69 21 42,71 £8,49 21
Ciclos regularesb 3 (14,3%) 21 12 (57,1%) 21
Cefaléia’ 15(714%) | 21 | 11(524%) | 21
Galactorréia’ 13 (61,9%) | 21 2(9,5%) 21

* Valores expressos em média + desvio padrdo
® Valores expressos em percentual

Exames de imagem da hipofise

A tabela 3 apresenta os dados referentes aos exames de imagem da hipéfise, iniciais e
atuais, das pacientes estudadas. Das 21 pacientes, 6 apresentavam microadenoma no inicio do
acompanhamento e este nimero diminuiu para 3. Macroadenoma estava presente em 2
mulheres inicialmente e atualmente nenhuma paciente apresenta esta situacdo. Outras 2
pacientes apresentam, desde a avaliacao inicial, exame de imagem compativel com sela vazia

e cisto de Ratke, respectivamente.

Tabela 3: Exames de imagem da hipdfise iniciais e atuais das pacientes estudadas.

Variavel Inicial n Atual n
TC normal 11 (52,4%) 21 15 (75%) 20
Microadenoma 6 (28,6%) 21 3 (15%) 20
Macroadenoma 2 (9,5%) 21 - 20
Outros* 2 (9,6%) 21 2 (10%) 20

* Sela Vazia, Cisto de Ratke
Valores expressos em percentual

Dados clinicos e de exames de imagem da hipofise nos grupos: Hprl prévia, Hprl mono e

Hprl macro

Na tabela 4 estdo representados os dados clinicos e aqueles referentes a exames de imagem
da hipdfise nos 3 grupos estudados. As pacientes dos 3 grupos tinham média de idade
semelhante no inicio do segmuimento. No entanto, a idade na ultima avaliacdo foi
significativamente maior no grupo Hprl mono em compara¢ao com o grupo Hprl macro. A

presenca de ciclos regulares, iniciais e atuais, entre os 3 grupos ndo foi significativamente
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diferente (P = 0,165), embora tenhamos observado uma melhora na ciclicidade em cada um:
no grupo Hprl prévia, 6 mulheres apresentam agora ciclos regulares e uma entrou em
menopausa, enquanto que nos grupos Hprl mono e Hprl macro, 2 ¢ 4 mulheres apresentam
ciclos normais, respectivamente. Entre as pacientes que apresentavam ciclos regulares
inicialmente, uma paciente do grupo Hprl prévia entrou em amenorréia devido a menopausa,
3 pacientes que apresentavam regularidade menstrual no grupo Hprl mono entraram na
menopausa ¢ 3 pacientes do grupo Hprl macro passaram a apresentar amenorréia/ciclos
irregulares, uma delas devido a pan-hipopituitarismo pos-cirturgico. No que se refere a
presenga de lesdes centrais, verificamos que duas pacientes do grupo Hprl prévia, uma do
grupo Hprl mono, e uma do grupo Hprl macro que inicialmente apresentavam alteragdes na
TC obtiveram normalizacdo no exame de imagem ao longo do tempo. Atualmente 3, 6 ¢ 6
pacientes apresentam imagem normal nestes 3 grupos, respectivamente. Estas modificagdes
no padrao radiologico durante o seguimento ndo foram estatisticamente diferentes quando os

3 grupos foram comparados (P = 0,268).

Tabela 4: Dados clinicos e de exames de imagem da hipofise, iniciais e atuais, nos 3 grupos
de pacientes: Hprl prévia, Hprl mono e Hprl macro.

Hprlprévia |n| Hprimono |n| Hprlmacro | n P

IMC (kg/m2?)? |inicial 26,78+£392 | 7| 275+6,84 |7 | 23,58+2,74 |7 (0,256
Idade (anos)® inicial 33,14+8,61 | 7| 3586+555 |7 | 32,14+596 |7 (0,442

atual 42 +9.85 7| 4829+547 | 7| 37,86+7,01 |7 ]0,046*
Ciclos inicial 2 (28,6%) 7 - 7 1 (14,3%) 7 0.165
regulares® |atual 6(85,7%) | 7| 2(28,6%) 70 40B7,1%) |7
b |inicial 1(143%) |7 50714%) |7] 5014%) |7

TCnormal™ sl 3(0%) |71 6(857%) 171 6857%) |7]%2%8

* P =0,028 (hprl mono x hprl macro)
* Valores expressos em média + desvio padrdo
® valores expressos em percentual

Dados hormonais nos grupos: Hprl prévia, Hprl mono e Hprl macro

Com o objetivo de investigar se as concentracdes de prolactina circulante na avaliagdo
inicial eram preditivas da evolucdo da hiperprolactinemia, realizou-se a analise comparativa
da concentragdo de prolactina nos 3 grupos em estudo. Nao se observou diferenca
estatisticamente significativa entre os 3 grupos (P = 0,118), como pode ser observado na

figura 4.
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Figura 4 — Concentragdes séricas de PRL inicial em ng/mL
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Pacientes hprl prévia, hprl mono, hprl macro

A figura 5 mostra os valores de prolactina atual nos 3 grupos estudados. Observamos que,
como era esperado, o grupo Hprl prévia apresenta valores significativamente menores de

prolactina em relagao aos grupos Hprl mono e Hprl macro (P = 0,0001 em ambos).

A menor variabilidade dos valores de prolactina atual (figura 5) em relacdo aos niveis de
prolactina inicial (figura 4) se deve ao menor coeficiente de variagdo, porque nas dosagens
atuais de PRL s6 tivemos variagdo intra-ensaio o que ndo ocorreu nas dosagens iniciais onde
tivemos variagdo entre-ensaios € intra-ensaios. Ou seja, trés tipos de métodos foram utilizados
para as dosagens iniciais, enquanto que um unico ensaio foi usado para a determinagdo da
prolactina atual. Além disso, os valores iniciais ndo foram realizados ao mesmo tempo, ao
contrario dos atuais, havendo também uma menor diferenca no coeficiente de variacao intra-

ensaios nas dosagens atuais.
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Figura 5 — Concentragdes séricas de PRL atual em ng/mL
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a P =0,001 (hprl prévia x hprl mono), b P = 0,0001 (hprl prévia x hprl macro)

As figuras 6 e 7 apresentam os valores de estradiol inicial e atual nos 3 grupos. Nao
encontramos diferencas estatisticamente significativas entre os 3 grupos (P = 0,368 ¢ P =

0,679, respectivamente).
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Figura 6 — Concentragdes séricas de estradiol inicial em pg/mL
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Figura 7 — Concentragdes séricas de estradiol atual em pg/mL
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A tabela 5 apresenta os valores de TSH, FSH e LH, inicial e atual, nos 3 grupos. Nao

encontramos diferencas estatisticamente significativas entre os 3 grupos. Para esta andlise

foram retirados os valores hormonais atuais das 4 pacientes climatéricas.

Tabela 5 — Valores hormonais de TSH, FSH e LH nos 3 grupos

Hprl prévia | n Hprl mono n| Hprlmacro |n| P

TSH inicial 221,443 |7 2,4 (2-4) 71 3,61(1,29-4,3) | 6 | 0,564
(uUI/mL) |atual 2,99 (1,54-3,14) | 5| 1,08 (0,65-2,65) |4 | 1,3(1,17-2,29) | 7 0,429
FSH inicial 4843-54) |7 5,7 (3,95-6,3) 71 594 (4,3-7,84) | 60,841
(uUI/mL) |atual 7,55(3,8-9.47) | 6| 10,19 (5,38-15,3) | 4] 6,76 (3,13-8,89) | 7 | 0,536
LH inicial 3,2 (1,75-4) 71 2,2(1,24-3,95) |7 1,02 (1-2,5) 6 10,390
(uUI/mL) |atual 2,25(1,3-535) | 6] 422(1,66-591) |4 1,01(0,86-2,62) | 70,381

Valores expressos em mediana e intervalo interquartil (25%-75%)
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Dados clinicos, hormonais e de exames de imagem da hipdfise, individuais e atuais, nos

grupo de pacientes: Hprl prévia, Hprl mono e Hprl macro

A tabela 6 apresenta os dados clinicos, hormonais e de imagens hipofisaria, individuais e

atuais, do grupo de pacientes Hprl prévia. Trés mulheres nunca engravidaram e das outras 4

que engravidaram, uma teve aborto. Das 7 pacientes que compdem este grupo, 6 possuem

ciclos regulares e uma estd em menopausa, 2 apresentam cefaléia e nenhuma galactorréia.

Trés mulheres apresentam imagem tomografica normal, uma tem cisto de Ratke e duas

apresentam microadenoma. A paciente de numero 5 apresentava microadenoma na TC inicial

e ndo repetiu o exame ao longo do acompanhamento. Embora nido tenhamos os valores

hormonais atuais de E2, FSH e LH da paciente n° 5, considerou-se que esta se encontra na

menopausa, devido a idade de 52 anos e amenorréia.

Tabela 6 — Dados clinicos, hormonais e de exames de imagem da hipéfise do grupo de
pacientes Hprl prévia (1-7).

Variaveis x 1 2 3 4 5™ 6 7
pacientes

Idade 41 45 22 44 52 50 40
Ciclos R R R R A R R
GP 2/2 0 0 4/4 0 2/2 1/0
Cefaléia N N S N S N N
Galactorréia N N N N N N N
TC Smm | Normal | 8mm CR - Normal | Normal
PRL (ng/mL) 16,44 | 15,84 | 24,42 | 18,52 | 16,06 | 11,05 | 10,85
E2 (pg/mL) 11,93 | 4844 | 33,59 | 297 - 132 | 40,84
TSH (uUI/mL) - 3,14 1,54 0,97 | 2,08 5,23 2,99
T4 (pg/dL) - 11 6,5 | 445 | 687 | 926 | 620
FSH (uUI/mL) 9,10 6 33 17,2 - 3,8 9,47
LH (uUl/mL) 3,10 1,3 8,29 0,70 - 1,4 5,35

S =sim; N = ndo; R =regular; A = amenorréia; CR = cisto de Ratke; m = menopausa; G/P = gestacao/paridade.
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As sete pacientes inclusas no grupo Hprl mono tém idade maior ou igual a 41 anos. Destas,
quatro apresentam amenorréia, sendo que 3 delas estdo na menopausa; duas apresentam ciclos
regulares e uma ciclos irregulares. Apenas duas mulheres ndo tiveram filhos. A paciente n° 9
engravidou duas vezes, tendo gémeos em uma das gestagdes. As pacientes n° 11 e 13 tiveram
1 e 4 abortos cada. Seis pacientes apresentam cefaléia e duas, galactorréia. Seis das 7
pacientes apresentam TC normal, enquanto uma apresenta microadenoma. A paciente 12
apresentava macroadenoma inicialmente e este regrediu apds a gravidez, ocorrendo
normalizacdo do exame de imagem nesta paciente. Das 3 pacientes em menopausa, duas (10 e
13) tem niveis elevados de FSH e LH. A paciente n° 9 ndo realizou as dosagens hormonais de
FSH e LH atuais, mas tem 57 anos e estd em amenorréia. A tabela 7 apresenta os dados
clinicos, hormonais e de imagem hipofisaria, individuais e atuais do grupo de pacientes Hprl

mono.

Tabela 7 — Dados clinicos, hormonais e de exames de imagem da hip6fise do grupo de
pacientes Hprl mono (8-14).

Variaveis x 8 9m 10m 11 12 13m 14
pacientes

Idade 52 57 48 45 41 51 44
Ciclos A A A R R A I
GP 0 2/3 0 4/3 2/2 7/3 1/1
Cefaléia S N S S S S S
Galactorréia N N N S S N N
TC Normal | Normal | S5mm |Normal | Normal | Normal | Normal
PRL (ng/mL) 28,52 | 26,46 | 30,29 | 31,42 | 30,04 | 27,66 | 29,2
E2 (pg/mL) 57,64 | 11,93 60,7 46,5 33,85 25,95 | 24,56
TSH (uUI/mL) 0,56 1,62 1,49 3,89 0,75 2,72 1,42
T4 (ug/dL) 6,64 - 558 | 6,51 10 8,28 | 8,20
FSH (uUI/mL) 17,1 - 97,9 428 6,89 427 13,5
LH (uUl/mL) 6,01 - 19,9 2,63 0,70 11,4 5,82

S =sim; N = ndo; R =regular; [ = irregular; A = amenorréia; m = menopausa; G/P = gestacao/paridade.
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A tabela 8 apresenta os dados clinicos, hormonais e de imagem, individuais e atuais, do
grupo das 7 pacientes Hprl macro. As idades destas pacientes variam de 30 a 48 anos. Duas
mulheres encontram-se em amenorréia, sendo que uma delas desenvolveu um quadro de pan-
hipopituitarismo poés-cirurgia (paciente 17). A paciente 19 estd em investigacdo para a
amenorréia uma vez que apresenta fertilidade comprovada e exames de imagem normais.
Uma paciente que apresenta irregularidade menstrual (paciente 21) esta em fase de ajuste de
dose de medicagcdo ndo relacionada ao tratamento da hiperprolactinemia (espironolactona).
Cinco pacientes ndo tiveram filhos. Trés pacientes apresentam cefaléia, e nenhuma

galactorréia.

Tabela 8 — Dados clinicos, hormonais e de exames de imagem da hipofise do grupo de
pacientes Hprl macro (15-21).

Variaveis x 15 16 17 18 19 20 21
pacientes

Idade 39 48 39 34 30 30 45
Ciclos R R A R A R I
GP 0 0 0 0 1/1 0 2/2
Cefaléia N S N N S S N
Galactorréia N N N N N N N
TC Normal | Normal | Normal | Normal | Normal | Normal SV
PRL (ng/mL) 30,95 | 160,71 | 27,05 | 52,11 | 108,95 | 29,54 | 35,35
E2 (pg/mL) 40 14,11 | 6,39 155 17,63 | 12,93 | 56,63
TSH (pUI/mL) 2,2 1,13 1,22 7,16 2,38 1,3 1,12
T4 (ug/dL) 9,4 9,4 8,47 - - 13,28 8,94
FSH (uUI/mL) 10,8 6,99 0,44 6,76 4.5 11,6 1,77
LH (uUl/mL) 4 1,01 0,14 1 0,72 5,6 1,24

S =sim; N = ndo; R =regular; [ = irregular; A = amenorréia; SV = sela vazia; G/P = gestacdo/paridade.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, analisamos a freqiiéncia de macroprolactinemia numa coorte de
pacientes hiperprolactinémicas que estdo em acompanhamento na UEG — HCPA ha 10,74
(3,45-14,23) anos. E bem conhecido que as mulheres representam a maioria dos casos de
macroprolactinemia, chegando em até 89% em alguns estudos (10), embora esta seja
observada em ambos os sexos (67,76). Considerou-se, assim, que um estudo de coorte de
pacientes femininas poderia aportar dados relevantes sobre a evolug¢do destas pacientes ao
longo de 10 anos. Analisou-se, portanto, também como os niveis de prolactina, apos este
seguimento, estavam associados com variaveis clinicas e hormonais € com a presenga ou nao
de alteragdes hipofisarias em 21 destas pacientes. Apds a dosagem de prolactina para
investigagdo dos niveis séricos e presenga de macroprolactina, as pacientes foram
classificadas como aquelas que normalizaram os niveis séricos de prolactina durante estes
anos de seguimento (Grupo Hprl prévia) e as que continuaram hiperprolactinémicas. Estas
foram reclassificadas como grupo de hiperprolactinémicas cuja forma circulante
predominante ¢ a prolactina monomérica (Grupo Hprl mono)y e o grupo de
hiperprolactinémicas com predominidncia de macroprolactina (Grupo Hprl macro), ¢ os

resultados sdo analisados a seguir.

A dosagem de prolactina sérica ¢ atualmente um teste laboratorial amplamente disponivel.
As indicagdes da dosagem sdo cada vez mais abrangentes e incluem alteragdes menstruais,
amenorréia, infertilidade e galactorréia em mulheres (41). Adicionalmente, a dosagem de
prolactina sérica ¢ fundamental no diagnostico e seguimento de tumores hipotalamicos-
hipofisarios, e passou a fazer parte da avaliacdo basal em qualquer circunstancia relacionada a

funcao reprodutiva (41).
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No presente estudo, optou-se para a dosagem de prolactina, por um kit que consiste de dois
anticorpos monoclonais de alta afinidade em um sistema de ensaio IRMA. Esta técnica
oferece um nivel superior de sensibilidade e especificidade em comparacdo com métodos

tradicionais (88), além de ser um ensaio rapido e pratico.

O reconhecimento das formas de alto peso molecular varia de acordo com o método
utilizado para a quantificacdo de PRL. Alguns ensaios reconhecem melhor do que outros as
formas de alto peso molecular, resultando em valores diferentes de PRL (41,42), ndo podendo
ser comparados. Esse fenomeno parece depender dos anticorpos empregados no ensaio.
Porém, o reconhecimento das formas monoméricas ¢ sempre equivalente, e os resultados da

PRL sdo semelhantes, independentemente do ensaio utilizado (42).

A precipitagdo com PEG ¢ o método de rastreamento mais utilizado para detectar
macroprolactina, por sua simplicidade, boa reprodutibilidade e correlagdo com o método de
referéncia (67,86). Esta técnica precipita a macroprolactina, levando a redugdo dos niveis no
sobrenadante (67,86,87). Apesar de ser um método simples e de baixo custo, ndo € especifico
ou qualitativo. Uma recuperagdo de prolactina monomérica > 50% (65,89) confirma a
presenga de prolactina monomérica, enquanto o percentual de recuperagdo < 40% (64,65,67) é
muito sensivel para detectar quantidades significativas de macroprolactina (41). Recuperagao
entre 40 e 50% indica que uma amostra pode conter macroprolactina e prolactina oligomérica,
além de formas monoméricas. Nestes casos, a cromatografia por gel de filtragdo (CGF), onde
a eluicdo se da em fun¢do do peso molecular (41), € necessaria para confirmar a presencga de

macroprolactina (64,87).

Recentemente foi estabelecida a confiabilidade do teste com precipitagdo por PEG para a
deteccao de rotina de macroprolactina em amostras de pacientes hiperprolactinémicos, por
diferentes imunoensaios (39,65,67,86,89). A prevaléncia de macroprolactinemia, quando se
utiliza este método, varia de 9 a 26% (39,64,65,67,77). A precipitagdo de macroprolactina
com PEG a concentragdes de 12,5% leva a precipitacdo de complexos imunes e este método
tem sido amplamente utilizado para exibir a presenga de macroprolactina em pacientes com
hiperprolactinemia, como descrito por Hattori et al (60,62). O método foi validado contra
CGF por varios grupos (61,86,89). Apesar de haver uma correlacao relativamente boa entre

CGF e precipitagdo com PEG (86,89), quantitativamente os niveis de PRL diferem. Na
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precipitacdo com PEG, os niveis de macroprolactina sdo significativamente mais altos do que

os valores encontrados em CGF.

Suliman et al (68) demonstraram que o soro de pacientes normoprolactinémicos contém
entre 2 ¢ 9% de macroprolactina quando se utiliza CGF, enquanto que o mesmo soro tratado

com PEG apresentou valores de macroprolactina que variaram de 30 a 36%.

No presente trabalho, através do método de precipitacdo com PEG, identificou-se a forma
predominante de prolactina em circulagdio em 71,8% dos casos (n = 32), havendo a
necessidade de cromatografar o restante das amostras, 28,1% (n = 9) nas quais houve uma

recuperagdo em valores que ndo permitem determinar a forma predominante na circulagao.

A obtencao de amostras onde a forma preponderante de prolactina ndo ¢ definida (entre 40
e 50%), pode ocorrer por varias razoes. Entre estas pode-se citar o coeficiente de variagdo do
teste de precipitagdo, que se situa entre 7 e 28%, dependendo do nivel de PRL (86), o
predominio da forma dimérica, que apresenta precipitagdo ndo uniforme, e a real presenca de

duas populagdes equivalentes, de formas monoméricas e de formas de alto peso molecular.

No presente trabalho observou-se, como era esperado, que os niveis de prolactina nas
pacientes do grupo Hprl prévia sdo significativamente inferiores aos observados nos 2 grupos
de pacientes hiperprolactinémicas, embora ndo esteja ainda bem estabelecido porque algumas
pacientes normalizam a prolactinemia depois de anos de seguimento e tratamento, € outras

nao.

Poucos estudos (90,91,92) foram publicados a respeito da histéria natural da
hiperprolactinemia, uma vez que a descoberta de que agonistas dopaminérgicos eram efetivos
no tratamento deste disturbio coincidiu com a implementacdo de kits comerciais para
dosagem de prolactina (80). Assim, tornou-se logo rotineiro, na pratica clinica, a obten¢ao do
diagnéstico ser seguida pelo tratamento na grande maioria dos casos. Alguns autores
relataram a manuten¢do da normalidade dos niveis de prolactina apo6s longo tempo de
tratamento. Passos et al (70) estudaram 131 pacientes, com tempo médio de tratamento de 47
meses e observaram que 20,6% mantiveram niveis normais de prolactina ap6s a interrupgao

da medicacdo. Similarmente, Van’t Verlaat e Crouhgs (93) encontraram que 8,3% das
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pacientes estudadas mantiveram-se normoprolactin€micas ap6s um periodo médio de

tratamento de 58,8 meses.

Em relagdo a terapia de longo prazo com bromocriptina, existem evidéncias da persisténcia
da normoprolactinemia apods a interrup¢do da droga, mas avaliacdes em grandes coortes de
pacientes sao limitadas (70). A recorréncia da hiperprolactinemia ocorre principalmente logo

apos a interrupgao, ou seja, em torno de 2 meses (94) apds a suspensao.

A maioria dos estudos sobre macroprolactinemia descreve que as concentragdes de
prolactina podem ser muito elevadas. Vallette-Kasic et al (10) encontraram niveis de
prolactina maiores nas pacientes hiperprolactinémicas com macroprolactina em relacdo as
hiperprolactinémicas com predomindncia de prolactina monomérica, embora esta diferenca
ndo tenha sido significativa. Alguns autores (41,59,75,81) sugerem que o maior peso
molecular das moléculas de macroprolactina faz com que estas fiquem confinadas ao
endotélio capilar, ndo conseguindo atravessar o epitélio vascular e conseqiientemente,
aumentando os niveis totais de prolactina em circulagdo. Além disso, a prolactina ligada
parece interagir menos com os receptores de prolactina que a prolactina livre, sendo

degradada em menor propor¢do nos 6rgaos-alvos (85).

A prevaléncia da macroprolactinemia foi relatada pela primeira vez ha mais de 30 anos
atras (125). Muitos estudos, desde entdo, avaliaram a prevaléncia desta em pacientes

hiperprolactinémicas (10,39,41,64,65,66,67,75,95).

A proporcao de hiperprolactinemia explicada por macroprolactinemia pode variar em
funcdo da sensibilidade do ensaio (73,82,96) ¢ na maioria dos estudos tem sido relatada entre
15-35% (10,39,64,65,67,75,95,96). No presente trabalho obteve-se uma freqiiéncia de
macroprolactina de 28,1%, ou seja, 9 pacientes entre as 32 inicialmente alocadas no estudo,

confirmando os dados da literatura.

Dois estudos reportaram uma prevaléncia de 46% (66) e 40,3% (41), mas ¢ possivel que
esta prevaléncia particularmente alta, seja decorrente da natureza especializada destes centros,
levando ao encaminhamento de amostras de pacientes ja com suspeita clinica de

macroprolactinemia.
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Nesta amostra de pacientes, apds o acompanhamento de cerca de 10 anos, o grupo das
Hprl macro apresenta-se mais jovem que o das Hprl mono. Estes resultados diferem daqueles
encontrados por Suliman et al (68) que ndo encontraram diferenca significativa entre as idades
das pacientes com hiperprolactinemia e macroprolactinemia, sendo de 30 = 1 anos e 28 + 3
anos, respectivamente. Entretanto, os autores estudaram uma amostra de pacientes mais

jovem, em pelo menos uma década, em relagdo as pacientes do presente estudo.

Embora pacientes com macroprolactinemia possam apresentar um ou mais sintomas da
sindrome hiperprolactinémica (61,65,75) e, em especial amenorréia, galactorréia e
infertilidade  (10,64,65,66,67,75), a maioria dos casos sdao  assintomaticos
(41,60,62,65,68,76,81,95). Além disso, como os sintomas da hiperprolactinemia sdo
relativamente comuns e alguns sdo inespecificos, ¢ possivel que ocorram coincidentemente

em alguns pacientes com macroprolactinemia (10,64,65).

Ao contrario, a hiperprolactinemia associada a um aumento das concentracdes de
prolactina biologicamente ativa (monomérica) estd associada com a supressdao da secre¢do de
gonadotrofinas e da atividade gonadal (10,64,65), levando ao aparecimento de irregularidades

menstruais, amenorréia ¢ infertilidade.

No presente trabalho observou-se, no grupo Hprl prévia, uma clara melhora na
regularidade dos ciclos menstruais ao longo do acompanhamento, com a restaura¢ao da
ciclicidade em todas as pacientes, exceto uma que entrou em menopausa. Esta observagao
clinica ¢ compativel com a normaliza¢do dos niveis de prolactina que ocorreu ao longo do
tempo de seguimento. O grupo Hprl macro mostrou-se heterogéneo, com duas de 3 pacientes
em situagdo clinica que poderia justificar disturbio menstrual independente da
hiperprolactinemia, como o desenvolvimento de um quadro de pan-hipopituitarismo pds-
cirirgico, e ajuste da dose de medicagdo ndo relacionada ao tratamento da hiperprolactinemia
mas que esta associada a distirbio menstrual. Esta heterogeneidade clinica no grupo poderia
explicar porque nem todas as pacientes ciclam com regularidade, o que ¢ descrito com
freqiiéncia nestes casos (10,64,76). No que se refere ao grupo das Hprl mono, quando o
tratamento foi suspenso por 3 meses para a realizacdo da avaliacdo hormonal, a maioria das
pacientes apresentou ciclos irregulares ou amenorréia, mesmo apds o longo tempo de

seguimento. Isso era esperado e estd de acordo com os dados ja descritos na literatura (65,68).
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No intuito de embasar os dados clinicos sobre ciclicidade menstrual avaliou-se também os
niveis séricos de estradiol e gonadotrofinas. As concentracdes séricas de estradiol foram
semelhantes nos 3 grupos, ao contrario do observado por Gibney et al (95) e Suliman et al
(68) que constataram que os niveis plasmaticos de estradiol eram significantemente maiores
em mulheres macroprolactinémicas quando comparadas aquelas com hiperprolactinemia
verdadeira. Também era esperado que as pacientes que normalizaram a prolactina durante o
seguimento — Hprl prévia, tivessem valores de estradiol superiores ao grupo Hprl mono. A
auséncia de diferenga do estradiol entre os grupos pode ter ocorrido simplesmente pelo
pequeno tamanho da amostra e/ou porque as pacientes do grupo Hprl mono constituem um
grupo de pouca ou moderada gravidade: apenas uma apresenta microadenoma, os niveis de
prolactina sdo inferiores a 100 ng/mL, tanto na fase de avaliacdo inicial quanto atual. Os
valores de prolactina mostram grande variabilidade de acordo com a etiologia da
hiperpolactinemia. Vallette-Kasic et al (10) estudaram 106 pacientes e encontraram valores
médios de prolactina de 61 ng/mL sendo que apenas 8,5% apresentaram prolactina maior que
100ng/mL. Entre os pacientes analisados por Hauache et al (66), o nivel mediano de
prolactina foi 62ng/mL e em cerca de 10% dos pacientes a prolactina mostrou-se maiores que
100g/L. Gibney (10) encontrou valores médios de prolactina de 61,4 ng/mL ¢ em 9% dos

casos os niveis foram > 100ng/mL.

Como ja comentado, uma das causas mais prevalentes de hiperprolactinemia € o uso de
drogas que atuam através de diferentes mecanismos, influenciando a producao, secrecdo e
acdo da dopamina (42,49) e que podem levar a valores elevados de prolactina sérica. Neste
estudo, pacientes, cuja hiperprolactinemia estava associada ao uso de drogas com agdo

central, foram excluidas.

Os niveis de FSH e LH também nao diferiram entre os grupos, reforcando a tese de que a
hiperprolactinemia apenas moderada do grupo Hprl mono tem pouca repercussao sobre o €ixo
hipotalamo-hip6fise-gonada. Resultado semelhante foi descrito por outros autores (68,95).
Finalmente, cabe salientar que niveis de TSH foram também normais nos 3 grupos,
evidenciando que nao houve casos de hipotireoidismo nesta amostra, uma das causas de

hiperprolactinemia.

A macroprolactinemia pode estar associada com qualquer outra causa de

hiperprolactinemia (10,41). Neste contexto, a associagdo da macroprolactinemia com um
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adenoma hipofisdrio requer uma atengdo especial. A freqiiéncia de imagem alterada em

pacientes com macroprolactinemia varia de 7 a 22% na literatura (10,64,65,66,68).

No presente trabalho, 6 (85,7%) das 7 pacientes com macroprolactinemia apresentaram
imagem radiologica normal, sendo que uma delas apresentava sela vazia. Estes resultados
estdo em concordancia com os de outros autores: Leslie et al (64) relataram imagem normal
de hipofise em 51 de 55 (92,8%) dos pacientes com macroprolactinemia; Vallette-Kasic et al
(10) encontraram exame de RM normal em 63 de 81 (78%) pacientes macroprolactinémicos.
Em seu estudo, Hauache et al (66) encontraram imagens normais em 41 de 52 (78,8%) no
mesmo grupo de pacientes. Aron et al (84) mostraram que 10% dos individuos saudaveis

tiveram evidéncia radiogréafica de adenoma hipofisario.

Entre as 7 pacientes com macroprolactinemia, apenas uma (14,3%) apresentou exame de
imagem alterado e estes resultados sdao similares aos encontrados na casuistica de Hauache e
et al (66), onde uma imagem sugestiva de um microadenoma foi encontrada em 21% dos
pacientes. Outros autores enfatizaram a concomitdncia de macroprolactinemia e
incidentalomas hipofisarios (42). Portanto, a detec¢ao da macroprolactinemia ndo exclui a
necessidade de se fazer uma avaliagdo por imagem da regido selar (58), especialmente na

presenca de sintomas.

Das 21 pacientes em estudo, 15% apresentam prolactinoma. No grupo Hprl prévia, 33,3%
das pacientes apresentam microadenoma, resultado mais elevado do que o encontrado por
Gibney et al (71) que relatam que, na populagdo em geral, imagem sugestiva de adenoma esta

presente em 10 a 20%.

Entre as 7 pacientes do grupo Hprl mono, 14,3% tem microdenoma. Este resultado ¢

menor do que o encontrado na literatura (66,71).

O conjunto dos nossos dados mostrou uma freqiiéncia de TC anormal de 50% nas
pacientes Hprl prévia, 14,3% nas pacientes com Hprl mono e 14,3% nas Hprl macro,
considerando a presenca de cisto de Ratke e sela vazia encontrada nos grupos Hprl prévia e
Hprl macro, respectivamente. Nosso resultado em relagdo a uma TC anormal ¢ discretamente
maior em relagdo aos encontrados na literatura que varia de 8-20% (64,65,66,68) ¢ que

também ¢ similar aquela encontrada na populacdo em geral. Enquanto alguns autores dizem
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que a freqiiéncia dos achados de imagens hipofisarias anormais em individuos com
macroprolactinemia nao ¢ maior do que a esperada para a populagao (95), outros, observaram
que a freqiiéncia TC anormal ¢ muito menor em pacientes com macroprolactinemia do que

naqueles com hiperprolactinemia causada por outros fatores (85).

Um outro aspecto que merece comentarios ¢ a relagdo entre prolactinomas e gestagao.
Cerca de 80% das mulheres com prolactinomas conseguem engravidar gracas ao tratamento
da hiperprolactinemia com agonistas da dopamina (97). Durante a gravidez, o risco de
expansdao do tumor ¢ menor que 5% em pacientes com microprolactinomas e 15 a 20% em
pacientes com macroprolactinomas. Recomenda-se a suspensdo do tratamento com agonistas

da dopamina durante a gestagao (98).

Durante a gravidez pode ser observado um aumento dos niveis de prolactina,
principalmente no primeiro trimestre, mas esta condi¢do nao parece afetar o desenvolvimento
fetal e materno, e os niveis de prolactina apds a gravidez tendem a retornar aos niveis
anteriores a gestacdo (10,40,76,99,100). A fertilidade ¢ mantida na maioria dos casos de

macroprolactinemia (10,40,67,75).

No presente trabalho, das 21 mulheres em estudo, 11 engravidaram. Das 8 pacientes que
apresentavam prolactinoma inicialmente (duas com macroadenoma), 3 engravidaram, sendo
que uma teve aborto. Quatro pacientes obtiveram normalizagdo no exame de imagem (duas
com microadenoma, do grupo Hprl prévia, uma com macroadenoma do grupo Hprl mono e
uma com macroadenoma do grupo Hprl macro). A involugdo de prolactinomas apds a

gestacao ¢ um dado ja bem conhecido e estudado na literatura (101).

Em resumo, o método de precipitacio com PEG ¢ um ensaio simples, rapido e de baixo
custo, para detecgdo de macroprolactina. Os sintomas classicos da hiperprolactinemia sao
incomuns nas pacientes que apresentam preponderantemente prolactina de alto peso
molecular em circulag@o, o que nos permite sugerir que a macroprolactinemia ¢ uma condi¢ao
benigna relativamente comum e investigagdes excessivas destes pacientes podem ser
desnecessarias. No entanto, a presen¢a de macroprolactina pode coincidir com prolactinomas

e esta situacdo deve ser investigada nas pacientes sintomaticas.
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CONCLUSOES

No presente estudo a freqiiéncia de macroprolactina foi de 28,1% dos casos, considerando-

se o nimero total de pacientes inicialmente hiperprolactinémicas (n = 32).

As pacientes hiperprolactinémicas com macroprolactinemia foram significativamente mais

jovens do que as hiperprolactinémicas com a forma monomérica.

No presente trabalho, através do método de precipitacdo com PEG, identificou-se a forma
predominante de prolactina na circulagdo em 71,8% dos casos (n = 32). Nos demais casos,

serd necessario cromatografar as amostras para a identificagdo da prolactina.

Nenhuma das pacientes com macroprolactinemia apresentou prolactinoma, embora em

grandes séries esta associagdo possa ser ocasionalmente evidenciada.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Nossas perspectivas para o futuro sdo analisar, por cromatografia em coluna de gel de
filtracdo, a forma predominante de prolactina nas amostras em que nao foi possivel a
determinagdo da mesma, e entdo estabelecer a nova freqiiéncia de macroprolactinemia
encontrada nesta populacdo. Esperamos ainda, aumentar o tamanho amostral da coorte para
que a andlise dos dados possa ser mais aprofundada quanto a outros desfechos relacionados

com o padrao hormonal, clinico e reprodutivo.
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Abstract

Background: The screening of macroprolactinemia may prevent patients from having to
undergo inappropriate investigation and treatment for hyperprolactinemia. Our aims were to
determine the frequency of macroprolactinemia in a cohort of hyperprolactinemic women,
describe the association of macroprolactinemia with clinical variables and morphological
changes in the pituitary gland, and describe clinical status and prolactin levels after 10 years
of follow-up.

Study design: Blood samples were obtained from 32 patients for hormonal assessment.
Treatment with cabergoline or bromocriptine was interrupted for 3 months for determination
of serum prolactin and macroprolactin. Macroprolactin was measured using the PEG
precipitation method. Computed tomography was performed in all patients.

Results: The frequency of macroprolactinemia was 28.1%. In 19 patients prolactin remained
elevated (persistent hyperprolactinemia). In 13, prolactin returned to normal (previous
hyperprolactinemia). Nine patients with PEG recovery between 40 and 50%, and the only two
macroprolactinemic patients with previous hyperprolactinemia were excluded from the
analysis of clinical outcomes. The remaining seven macroprolactinemic patients were fertile,
and an abnormal pituitary image was observed in only one (empty sella turcica). None had
galactorrhea.

Conclusions: The classic symptoms of hyperprolactinemia are not common in
macroprolactinemic patients. Macroprolactinemia should be managed as a specific clinical
entity and routine screening should be instituted.

Key-words: Hyperprolactinemia, macroprolactin, menstrual irregularity, prolactinomas, PEG

(polyethylene glycol)
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INTRODUCTION

Prolactin (PRL), a polypeptide hormone synthesized by lactotrophs in the anterior
pituitary gland [1], is best known for its role in inducing and maintaining lactation [2,3].
Altered levels of circulating PRL are associated with menstrual irregularity, galactorrhea, and
subfertility in women. Elevated serum prolactin in the absence of pregnancy, or pathological
hyperprolactinemia, is among the most common hypothalamo-pituitary disorders in women of
reproductive age [4,5].

The etiology of hyperprolactinemia includes the occurrence of pituitary adenomas
(prolactinomas), the use of drugs affecting the hypothalamic dopamine system and/or
pituitary dopamine receptors or the predominance of high molecular mass (>150 kDa) PRL
isoforms over other circulating forms of PRL [6]. This latter condition, known as
macroprolactinemia, is usually suspected in the presence of high PRL levels without the
classic features of hyperprolactinemia syndrome or in the presence of atypical features [7,8].

Macroprolactin is bio-unavailable, and the frequency of abnormal imaging in patients
with macroprolactinemia is similar to that observed in the general population [8]. Previous
studies have shown that the screening of macroprolactinemia may prevent patients from
having to undergo inappropriate investigation and treatment for hyperprolactinemia.
Macroprolactinemia has been reported to account for 25% of biochemical hyperprolactinemia
[9,10,11].

Therefore, the objectives of the present study were: 1) to determine the frequency of
macroprolactinemia in a cohort of hyperprolactinemic women; 2) to describe the association
of macroprolactinemia with clinical and hormonal variables and morphological changes in the
anterior pituitary gland; and 3) to describe the clinical status and PRL levels of these

hyperprolactinemic patients after 10 years of follow-up.
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MATERIALS AND METHODS
Patients

The population consisted of 32 women who were followed-up at the Gynecological
Endocrinology Unit at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. All the patients had a
diagnosis of hyperprolactinemia (>26ng/mL on at least two occasions). Exclusion criteria
were hypothyroidism, hyperprolactinemia secondary to drugs and pregnancy.

The study protocol was approved by the local Ethics Committee (IRB-equivalent), and
informed consent was obtained from all subjects.

Study protocol

The protocol included investigation of age, menstrual cycle, fertility, pregnancies,
headache and galactorrhea. Anthropometric measurements included body weight and height
and body mass index (BMI) (current weight in kg divided by height in m?).

Blood samples were drawn at the beginning and at the end of follow-up for
determination of 17f estradiol (E2), thyroid-stimulating hormone (TSH), follicle-stimulating
hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), thyroxine (T4) and prolactin (PRL). Treatment
with dopamine agonists cabergoline or bromocriptine was interrupted for 3 months (washout
period) for determination of serum prolactin and macroprolactin levels. All the blood samples
were obtained after the 3-month washout period at the beginning of the follicular phase
(between the first and tenth days of the menstrual cycle) in normally cycling women, or on
any day in amenorrheic patients.

Assays

PRL levels were measured using an immunoradiometric assay (IRMA) (Adaltis Italia
SpA, Italy) with sensitivity of 0.3 ng/mL and inter- and intra-assay coefficient of variation
(CV) of 6% and 3.2%, respectively. For precipitation of macroprolactin, samples were treated

with a 12.5% PEG/saline solution (250 pL. of serum were mixed with 250 g/L PEG 6000
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solution in 0.9% NaCL, kept at 4 °C), mixed for 1 min with a vortex mixer, and centrifuged
for 5 min at 8,000 rpm. Monomeric PRL was determined in the supernatant, using IRMA.

Macroprolactin was determined by comparing the amount of total PRL obtained by
IRMA with the amount of monomeric PRL recovered after PEG precipitation. Recovery of
monomeric prolactin > 50% [5,12] indicated predominance of the monomer isoform, whereas
a recovery rate < 40% [4,5,12] indicated predominance of big-big prolactin
(macroprolactinemia). A recovery rate between 40 and 50% was considered as indeterminate
[4,13].
Computed tomography

Computed tomography (CT) was performed in all patients at the beginning and at the
end of the follow-up period
Statistical analysis

The results were expressed as median and interquartile range for variables with a non-
Gaussian distribution, or mean and standard deviation (SD) for Gaussian variables. Clinical
features were analyzed using the chi-square test for categorical variables and the Kruskal-
Wallis H test for continuous variables. A P < 0.05 was considered to be significant. All the
analyses were performed with the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc.,

Chicago, IL).

RESULTS

PEG precipitation revealed the presence of macroprolactinemia in 9 of our 32 patients
(frequency: 28.1%). Mean age at baseline was 31.914+6.91 years (40.38+8.63 years at the end
of the study), and mean BMI was 26.1+4.45 (n = 31).

For the analysis of clinical outcomes, the patients were initially divided into two

groups depending on their PRL levels: 19 patients with consistently elevated serum PRL
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levels were included in the persistent hyperprolactinemia (Hprl) group, and 13 patients whose
PRL levels had returned to normal were included in the previous Hprl group. Nine patients
with PRL recovery between 40 and 50% (5 in the persistent Hprl group and 4 in the previous
Hprl group) were excluded from this analysis, as well as the only two macroprolactinemic
patients in the previous Hprl group.

For the 21 remaining patients, mean age at baseline was 33.7 £6.7 years, and mean
BMI was 25.9 £4.9 kg/m?. Median follow-up was 10.7 (3.4-14.2) years. During this time, four
women entered menopause. These 21 women were further divided into three groups of 7
patients each: previous Hprl, mono Hprl (monomeric PRL recovery > 50%), and macro Hrpl
(macroprolactinemia).

Figure 1 shows PRL levels in the three groups. As expected, the previous Hprl group
had significantly lower PRL levels than the two other groups (P = 0.0001). Figure 2 shows
that the groups had similar estradiol levels (P = 0.679). TSH, FSH and LH were also similar
in all the groups. The four post-menopausal patients were not included in this analysis.

Table 1 shows the results for women in the previous Hprl group. In this group, four
patients became pregnant and one had a spontaneous abortion. Of seven patients, six had
regular cycles. Patient no. 5 was considered to be menopausal based on the age of 52 years
and amenorrhea for over 1 year (E2, FSH and LH measurements were not available). None of
the women in this group had galactorrhea. CT revealed Rahtke’s cyst in one woman and
microadenomas in two.

Of the seven patients included in the mono Hprl group (table 2), four were
amenorrheic (three menopausal) and one had irregular menses. Of the menopausal patients,
two (no. 10 and 13) had elevated serum levels of FSH and LH. FSH and LH measurements
were not available for patient no. 9, and this patient was classified as menopausal based on the

fact that she was 57 years old and amenorrheic. Two women did not have children. Patients
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no. 11 and 13 had one and four abortions, respectively. Two patients had galactorrhea. CT
revealed a microadenoma in one patient.

Table 3 shows the results concerning the seven patients in the macro Hprl group. Two
women were amenorrheic, one of which (patient 17) presenting postoperative
panhypopituitarism. Patient 19 is currently undergoing investigation of amenorrhea, since she
has proven fertility and a normal CT. In one patient with irregular cycles (no. 21) and
idiopathic hirsutism, the dosage of spironolactone (not related to hyperprolactinemia) is
currently being adjusted. Five patients did not have children. None had galactorrhea. CT

revealed empty sella turcica in one patient.

DISCUSSION

The present report describes the long-term follow up of 32 hyperprolactinemic
women. Since macroprolactinemia affects mostly women [14], we expected that the study of a
strictly female cohort would reveal important information concerning this disorder.

As expected based on earlier studies [7,14,15], patients in the previous Hprl group had
significantly lower PRL levels than those observed in the other two groups. Also, a clear
improvement in the regularity of menstrual cycles was recorded along the follow-up period in
this group, a finding that is consistent with the normalization of PRL levels that occurred in
the same period. Concerning the mono Hprl group, most continued to present irregular cycles
or amenorrhea, even at the end of 10 years, confirming previous observations [16].

The frequency of macroprolactinemia encountered by us (28.1%) falls within the 15-
35% range reported in the literature [8,12,14,17,18]. Our macroprolactinemic patients were
also similar to other populations in terms of clinical heterogeneity (presence of symptoms that
could be associated with menstrual disturbances not related to hyperprolactinemia) [14] and

frequency of pituitary changes on CT (14.3% vs. 7 to 22% in the literature) [12,14,16].
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Fertility was maintained in all macroprolactinemic women in this sample, as previously
reported [9,19]. These findings support the notion that patients with hyperprolactinemia due
to high levels of macroprolactin do not require specific treatment for this condition.

Screening for hyperprolactinemia is indicated in the presence of altered menses,
amenorrhea, infertility and galactorrhea in women. In addition, determining PRL levels is also
essential in the presence of hypothalamic-pituitary tumors [7]. On the other hand, the
screening of macroprolactinemia is still not routinely performed. Previous studies, as well as
the present results, indicate that macroprolactinemia screening would be useful to ensure that
patients receive the most adequate treatment, especially taking into consideration that the
most employed screening method, PEG precipitation, has proven simplicity, good
reproducibility and correlation with the gold standard gel chromatography [13]. The
prevalence of macroprolactinemia based on the PEG method ranges from 9 to 26% [12]. In
the present study, PEG precipitation revealed the predominant form of circulating PRL in
71.8% of the cases (n = 32).

In conclusion, this long term follow-up of hyperprolactinemic women showed that the
classic symptoms of hyperprolactinemia are not common in patients in whom macroprolactin
is the predominant form of PRL. This suggests that macroprolactinemia should not be
managed as hyperprolactinemia, but rather as a specific clinical entity, and warrants the

institution of routine screening for this condition.
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Table 1 — Clinical, hormonal and pituitary CT results in patients with previous

hyperprolactinemia
Patient no.

Variable 1 2 3 4 5" 6 7
Age 41 45 22 44 52 50 40
Cycle R R R R A R R
Pregnancies/Parity  2/2 0 0 4/4 0 2/2 1/0
Headache N N Y N Y N N
Galactorrhea N N N N N N N
Pituitary CT Smm§ Normal 8 mm§ Rathke Normal Normal Normal
PRL (ng/mL) 16.44 1584 2442 1852 16.06 11.05 10.85
E2 (pg/mL) 11.93 4844 3359 29.7 - 132 40.84
TSH (uUI/mL) - 3.14 1.54 0.97 2.08 5.23 2.99
T4 (ng/dL) - 11 6.5 4.45 6.87 9.26 6.20
FSH (pUI/mL) 9.10 6 33 17.2 - 3.8 9.47
LH (pUI/mL) 3.10 1.3 8.29 0.70 - 1.4 5.35

Y =yes; N =no; R =regular; A = amenorrhea; Rathke = Rathke’s cyst.

**Menopausal patient.

§Microadenoma.



Table 2 — Clinical, hormonal and pituitary CT results in patients with mono

hyperprolactinemia
Patient no.

Variable 8 gk 10** 11 12 13%** 14
Age 52 57 48 45 41 51 44
Cycle A A A R R A I
Pregnancies/Parity 0 2/3 0 4/3 2/2 7/3 1/1
Headache Y N Y Y Y Y Y
Galactorrhea N N N Y Y N N
Pituitary CT Normal Normal 5 mm§ Normal Normal Normal Normal
PRL (ng/mL) 28.52 2646 30.29 3142 30.04 27.66 29.2
E2 (pg/mL) 57.64 1193  60.7 46.5 33.85 2595 2456
TSH (pUI/mL) 0.56 1.62 1.49 3.89 0.75 2.72 1.42
T4 (ng/dL) 6.64 - 5.58 6.51 10 8.28 8.20
FSH (pUI/mL) 17.1 - 97.9 4.28 6.89 42.7 13.5
LH (pUI/mL) 6.01 - 19.9 2.63 0.70 11.4 5.82

Y =yes; N =no; R =regular; I = irregular; A = amenorrhea.
**Menopausal patient.

§Microadenoma.



Table 3 — Clinical, hormonal and pituitary CT results in patients with macro

hyperprolactinemia
Patient no.

Variable 15 16 17 18 19 20 21
Age 39 48 39 34 30 30 45
Cycle R R A R A R I
Pregnancies/Parity 0 0 0 0 1/1 0 2/2
Headache N Y N N Y Y N
Galactorrhea N N N N N N N
Pituitary CT Normal Normal Normal Normal Normal Normal EST
PRL (ng/mL) 3095 160.71 27.05 52.11 10895 29.54 3535
E2 (pg/mL) 40 14.11  6.39 155 17.63 1293  56.63
TSH (uUI/mL) 2.2 1.13 1.22 7.16 2.38 1.3 1.12
T4 (ng/dL) 9.4 9.4 8.47 - - 13.28 8.94
FSH (pUI/mL) 10.8 6.99 0.44 6.76 4.5 11.6 1.77
LH (pnUI/mL) 4 1.01 0.14 1 0.72 5.6 1.24

Y =yes; N =no; R =regular; I = irregular; A = amenorrhea; EST = empty sella turcica.
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Figure 1. Serum PRL concentration (ng/mL) in hyperprolactinemic women.
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a P =0.0001 (previous hPRL vs. mono hPRL)
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Figure 2. Serum estradiol concentration (pg/mL) in hyperprolactinemic women.

Current estradiol (pg/mL)

100

90
80

70
60
50
40
30
20
10

P =0.679
n= 6 7 7
Previous Hprl Mono Hprl Macro Hprl

77



