ESPECIES DE PROLACTINA
INMUNORREACTIVA EN SUERO DE
HIPERPROLACTINEMIA

Aureliano Cruz*, Gustavo Forero®, Stella de Rodriguez** y Myriam S. de
Gémez**

*Departamanto de Ciencias Biolégicas, Universidad de los Andes
“*Departamento de Quimica, Universidad Nacional de Ceolombia, A.A 14490
Santafé de Bogota.

Keywords : Hyperprolactinemia, Macroprolactinemia
RESUMEN

La posible existencia de formas moleculares de prolactina (PRL) diferentes a la
monomérica (23 K) se investigé en tres mezclas de suero femenino. (normal,
embarazoy adenoma). Las muestras de suero se fraccionaron en Sephadex G-100
y la actividad inmunolégica se establecié por medio de Radioinmunoanalisis (RIA)
especifico. La recuperacion global del método fue de 70%. Los sueros
hiperprolactinémicos (embarazo y adenoma) presentaron ademas de la especie
monomérica, oiras formas con actividad hormonal localizadas en el rango de elucién
de pesos moleculares entre 60K y 150K que representan un 35% del total. En
contraste, el suero normal solo presento la forma 23K.

En todos los casos se observo la naturaleza multicomponente de la hormona,
encontrandose hasta 3 picos en la zona de elucidon de la forma monomérica
denominada (Prolactina pequefa) y por lo menos tres o cuatra picos en la
correspondiente a la agregada (prolactina grande)

Estos resuitados sugieren la posible ralacion entre la aparicion en el suero de
prolactina grande y estados fisioiégicos y/o patologicos asociados con una senal
elevada de prolactina.

ABSTRACT

The possible presence of PRL forms different to the monomernc one (23 KDa) was
investigated in three female serum pools (normal, pregnancy and adenoma) The
serum samples were fractionated on Sephadex G-100 and the immunalogical
activity was established by specific RIA. The overall recovery was 70%

The hyperprolactinemic serum (pregrancy and adenoma) showed in addition to the
monomaeric PRL, other species with hormonal activity in the MW range of 80 KDa to
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150 KDa, being 35% of the total PRL. In contrast, in normal serum only the 23KDa
form was detected.

In all cases the multicomponent nature of the hormone was observed, three peaks
were found in the elution zone corresponding to the monomeric form (Small
Prolactin) and at least three to four peaks in tha! corresponding to the aggregated
form (Big Prolactin).

These results suggest a possible relationship between the presence in serum of the
Big PRL and physiological and/or pathological conditions associated with increased
prolactin serum levels.

INTRODUCCION

La Prolactina (PRL) es una hormona hipolisiaria que interviene en un gran numero
de procesos. Existen muchos estudios dirigidos a esclarecer lagran variedad de sus
efectos biolégicos y actualmente se esta dedicando mucha atencion a lo relativo a
supolimorfismo biogquimico. Ensuero humano se ha encontrado predominantemente
la forma monomérica de PRL de peso 23 Kd, de la cual s& han encontrado 3
isomeros de carga (1) y ademas formas diméricas y agregados mayores (2). Se ha
reportado la existencia de PRL glicosilada en suero humano (3,4) de la cual no se
conoce todavia su significado fisiologico.

Por otra parte, en la pituitaria, el fluido amnidtico el mismo suero humano y en
algunas especies animales (rata, ratén, ) se han identificado fragmentos proteoliticos
de PRL de pesos moleculares 8,16, 18y 21 Kd.
En este trabajo se analizé la heterogeneidad de la PRL en el suero femenino de
individuos normales, de mujeres embarazadas y de pacientes hiperprolactinemicos
con sospechade adenoma, con el finde establecer una posible relacion entre estas
formas y estados fisiolégicos y/o paloldgicos asociados con una secrecién elevada
de PRL.
Las especies inmunorreactivas se identificaron per Radioinmunoanalisis (RIA)
especifico de las fracciones del suero separadas por cron atografia de filtracion en
gel.

MATERIALES Y METODOS
B - y
Los reactivos para el RIA de PRL fueron donados por el
Dr.Salvatore Raiti del National Hormone and Pituitary Program, NIDDK, U.S.A.
Prolactina humana, lote NIDDK, LPRLI7ZAFP9800,

AntiProlactina obtenida en conejo, lote NIDDK, Anti-PRL 3AFPC-11580.
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Anti Ig G donada por el Hospital Militar Central, Bogota.

'2|,Na. Amersham, Inglaterra.
Recoleccién de Muestras

Las muestras fueron colecladas con los pacientes en ayunas y en horas de la
mafana.

- Sueros Normales : se recogieron trece muestras de suero de mujeres con
unpromedio de edad de 25 afos sin antecedentes de abortos, alteraciones
hormonales o fisiolégicas.

- Sueros Hiperprolactinémicos por embarazo : Se recogieron siete muesiras
de mujeres embarazadas, lodasde Ultimotrimestre, cuyas edades oscilaban
entre 18 y 30 afos.

- Sueros Hiperprolactinémicos con patologia asociada aadenoma hipofisiario
de elevada secrecion de PRL, se recolectaron dieciocho muestras de
mujeres con edad promedio de 25 afios.

M i de Prolact]

Para la marcacion de Prolactina se utilizé el método de cloramina T con - 5j[ (5).
La purificacion se hizo en una columna de Sephacryl S-200 (1,0x40 cm) eluyendo
con buffer PBS-BSA (Fosfato 50 mM, conteniendo NaCl 1%, 0.1% de BSA,
albumina serica bovina, azidade sodio 0,1%) pH 7.4 Colectando fracciones de 0.5
ml.

La actividad especifica de la PRL marcada se calculd midiendo la cantidad de yodo
incorporado en relacion a lamasa de la hormona.

n list

Ladeterminacion de la potenciainmunolégica se hizo mediante Radicinmunoanalisis
especifico para Prolactina, para lo cual se usé el mélodo descrito en Rodriguez S.
de (5).

Se determind el titulo del primer anticuerpo, Anti PRL escogienda la maxima dilucién
en la cual se enlaza entre un 30 a un 50% del trazador en ausencia de hormona no

marcaday la dilucién del segundo anticuerpo (Anti IgG) donde se obliene el maximo
enlace.

S i Prolacli S
Se usd una columna de Sephadex G-100 (1,5x90 cm) eluyendo con buffer Acetato
de Amonic (50 mM, EDTA 5 mM, azida de sodio 10 mM) pH 8.5, a una velocidad de
flujo de 7 mi/hora.

El contenido de proteina total se determiné segun el método de Lowry (6).
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CUENTAS POR MINUTO(CPM)

RESULTADOS Y DISCUSION
Marcacion de hPRL con'®l. y Purificacion :
En la purificacién de la hormona marcada se obtuvo el perfil de elucién mostrado en
la Fig.1 el cual presenta 4 picos a cada uno de los cuales se les determind actividad
inmunoldgica dando un valor de 45% para el pico |l, valor que se encuentra dentro
del rango aceptable para un Radicinmunoensayo (7), por lo 1anto, se uso este picoll
como trazador en el analisis,

En la determinacian de la actividad especifica de la hormena marcada, se obluvo
un valor de 22.5 pCi/ug, valor que se ajusta a los rangos normales reportados (7).

Determinacién de hPRL por Radicinmunoanalisis
Se determind el thulo del primer y segundo antisuero, obleniendose una titulacion
final 6ptima para el primero de 1:30000 y de 1:16 para el segundo antisuero, en

presencia de suero normal de conejo en una concentracién de 2% . Como trazador
se uso la mezcla del pico Il de la marcacion de la hormona.
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FIGURA 1.- PURIFICACION DE PROLACTINA
MARCADA EN SEPHACRYL S- 200
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Se realizd la curva de calibracién de la Prolactina mediante el empleo de estandar
en un rango de 1.25 ng a 100 ng,

El calculo de los resultados del RIA se hizo en base a la transformacién logitiog,
utilizando el programa desarrollado por el Dr, Sten Z, Cekan, Hospital Karolinska,
Suecia.

Recoleccién de Muestras,

En latabla 1 se muestran los contenidos de proteina total y de hPRL en los sueros
estudiados antes y después de concentrarlos mediante ultrafiltracién.

TABLA No, 1
DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL Y PROLACTINA
EN LOS SUEROS ANALIZADOS

Proteina Proteina Protaina hPRL
Inicial Postconcen- Total ng/ml
tracibn
mg/mi mg/ml (mg)
NORMAL 108.1 239.7 B389 20,7
EMBARAZOD B1.4 170.4 1192,8 9445
ADENOMA 107.5 178.5 1071.0 7155

Separacién de PRL de Suero Humano :

Sehizounacalibracién delacolumnade Sephadex G 100 medianteladaterminacion
del volumen muerto, volumen total y proteinas de peso molecular conocido:
albOmina sérica bovina (64 Kd) Lisozima (15Kd) y Prolactina marcada (23 Kd).

El perfil de elucion de las proteinas se muestra en la fig.2.

La separacién de Prolactina en cada uno de las mezclas concentradas de suero
normal, embarazo y adenoma se realizd aplicando 2 ml de muestra a la columna de
sephadex G 100, cuyo contenido de proteina y hormona se observa en la Tabla
No.2.

Los perfiles de elucién de la PRL obtenidos en los tres lipos de mezclas de sueros
fraccionados en la columna de Sephadex G-100 se muestran en la fig.3,

Figura 3: Cromatografia de filtracién en gel de prolactina de suero normal (A),
Embarazo (B), ademona (c). Las flechas superiores representan la posicién de
proteinas de peso molscular conocido

Enelsueronormal se encontré un solo picode PRL inmunorreactivacorrespondiendo
a la forma monomérica principal (23 Kd), mientras que en los sueros
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FIGURA 2.- CALIBRACION POR PESO MOLECGULAR
DE UNA COLUMNA DE SEPHADEX 6-100

TABLA No, 2
PROTEINA Y hPRL'APLICADA A LA COMUMNA DE SEPHADEX G-100

SUERO PRL Total Proteina Total
Aplicada Aplicada
(ng) (mg)
NORMAL 4.0 479.4
EMBARAZO 1889.0 340.8
ADENOMA 1431.0 357.0

hiperprolactinémicos (embarazo y adenoma) se observé claramenta la presenciade
otras formas de PRL, de mayor peso molecular alrededor de 66 Kd y 100 Kd. Estas
especies de PRL agregada y macromolecular respectivamente, representan
aproximadamente el 30% del total de PRL circulante, siendo la forma macro un poco
mas elevada en el suero de embarazo (tabla 3).Se confirma que estas formas
agregada y macromolecular no estan presentes en el suero normal en base a la
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sensibilidad que da las determinaciones por RIA, las cuales son delordende ng. La
recuperacion global del proceso fue en promedio de 74.6%, en términos de PRL
medida por RIA especifico parala forma monomérica. Este hecho puedetener algin
significado ya que se esta asumiendo que la interaccion del antisuero antiPRL con
las formas mayoresde PRL, ocurre a través de los mismos sitios de reconocimiento.

TABLA No, 3
CONCENTRACION Y PORCENTAJES DE hPRL RECUPERADA EN LAS
CROMATOGRAFIAS DE LOS SUEROS

PROLACTINA RECUPERADA

SUERO MACRO AGREGADO MONOMERICA TOTAL
(100 Kd) (66 Kd ) (23 Kd)
EMBARAZO 152.3 304.4 797.1 1253.8
112%) 24.2% ) 1 63.5%) 66.3% )
ADENOMA 67.5 338.6 781.6 1167.7
(5.6 %) 28.4%) (65.8%) {82.9%)

La evidencia experimental indica actualmente que la PRL ademas de agregarse,
puede también glicosilarse, segln se muestra en otro estudio (8) donde variantes
de PRL con peso molecular de 21 Kd y 23 Kd fueron encontradas, lo que puede
introducir modificaciones estructurales, que se ven reflejadas en su interaccion con
el anticuerpo preparado contra la forma monomeérica principal 23K. Shoupe (9)
enconird una forma de la hormona de peso 60 Kd en suero de embarazo la cual se
une a concanavalina A y mas tarde Sinha (10) y Lewis (4) reportaron otra forma 25
Kd de PAL en plasma humano la cual es también probablemente glicosilada. La
inmunorreactividad de las PRL glicosiladas parece ser menor que lade |a monomérica
y se desconoce hasta ahora su significado fisiologico.

La zona de elucién correspondiente al monémero principal mostré tambien
heterogeneidad molecular, especialmente en el suero de adenoma (fig.3). Se
identificaron 3 formas, de peso aproximado 25 Kd. 23 Kd y 21 Kd.

Laforma 21 Kd se presume tiene su origen por el rompimiento proteolitico de la
hormonay se produce naturalmente en pituitaria y en érganos blanco como glandula
mamaria y prostata (9). En este trabajo se muestra que esta forma proteolitica se
encuentra también en el suero humano hiperprolactinémico fisiolégico (embarazo)
o patolégico (adenoma).

Los resultados de este trabajo muestran diferentes formas secretorias de PRL en
pacientes hiperprolactinémicos en comparacién con individuos normales. Esto
posiblemente sea el reflejo de la existencia de otros mecanismos endocrinos de
regulacién de la secrecion de PRL, en situaciones de elevada produccion de la
hormona. Estos mecanismos pueden contribuir a modular la actividad biclégica del
pool de hormona circulante, lo cual esta sustentado en parte por el efecto que tiene
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la glicosilacién en lainmunorreactividad de la PRL, indicando un papel crucial de los
carbohidratos. Este aspecto esta siendo investigado con el fin de identificar mejor
la naturaleza de las formas agregada y macro de PRL.
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